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O	   cancro	   é	   uma	   doença	   complexa,	   caracterizada	   por	   alterações	   genéticas	   e	   epigenéticas	   das	  
células	   neoplásicas,	   as	   quais	   estabelecem	   uma	   interacção	   com	   as	   diferentes	   células	   que	  
constituem	  o	  estroma,	  entre	  as	  quais	  se	   incluem	  os	  macrófagos	  associados	  a	   tumores	   (TAMs).	  
Vários	   estudos	   demonstraram	   que	   estes	   macrófagos	   podem	   participar	   na	   promoção	   do	  
aparecimento	   de	   neoplasias	   e	   na	   sua	   transformação	   maligna,	   sendo	   o	   factor	   estimulante	   de	  
colónias	   de	   macrófagos	   (CSF-­‐1)	   crucial	   para	   o	   recrutamento,	   sobrevivência,	   proliferação	   e	  
diferenciação	  destes	  macrófagos	  a	  nível	  tecidular.	  
O	   cancro	   do	   pulmão	   é	   uma	   das	   neoplasias	  mais	   frequentes	   a	   nível	  mundial	   e	   apresenta	   uma	  
elevada	  mortalidade,	  estando	  já	  descrito	  que	  o	  nível	  de	  expressão	  genética	  de	  CSF-­‐1	  é	  um	  factor	  
de	  mau	  prognóstico	  e	  que	  se	  verifica	  uma	  relação	  inversa	  entre	  os	  níveis	  tecidulares	  de	  TAMs	  e	  a	  
sobrevida	   livre	   de	   doença.	  O	   tabagismo	   constitui	   o	   principal	   factor	   de	   risco	   para	   o	   cancro	   do	  
pulmão,	  mas	  diferenças	  na	  susceptibilidade	  para	  o	  seu	  desenvolvimento,	  assim	  como	  diferenças	  
na	  sua	  evolução	  clínica	  e	  resposta	  à	  terapêutica,	  justificam	  a	  realização	  de	  investigação	  sobre	  os	  
polimorfismos	  genéticos	  como	  fonte	  de	  variabilidade	  inter-­‐individual.	  
Neste	  trabalho,	  foi	  desenvolvido	  um	  estudo	  do	  tipo	  caso-­‐controlo,	  com	  o	  objectivo	  de	  avaliar	  a	  
influência	   dos	   polimorfismos	   genéticos	   CSF-­‐1	   R	   A2033T	   e	   CSF-­‐1	   -­‐347C/T	   (SNP	   rs1058885)	   na	  
susceptibilidade	   para	   cancro	   do	   pulmão	   de	   não	   pequenas	   células	   (CPNPC),	   resposta	   à	  
terapêutica	   e	   sobrevida	   global.	   Foram	   incluídos	   431	   doentes	   e	   514	   indivíduos	   sem	   doença	  
oncológica	   conhecida.	   Os	   indivíduos	   de	   ambos	   os	   grupos	   foram	   genotipados	   por	   PCR-­‐RFLP	   e	  
Real-­‐Time	   PCR	   relativamente	   aos	   polimorfismos	   CSF-­‐1	   R	   A2033T	   e	   CSF-­‐1	   -­‐347C/T,	  
respectivamente.	   A	   análise	   estatística	   dos	   resultados	   foi	   realizada	   com	   o	   auxílio	   do	   programa	  
estatístico	  SPSS	  (versão	  17.0).	  
Os	   resultados	   obtidos	   evidenciaram	   que	   o	   genótipo	   TT	   do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   R	   A2033T	  
constitui	   um	   factor	   de	   risco	   para	   CPNPC	   nos	   não	   fumadores	   (OR=3,897,	   IC95%=1,296-­‐11,720,	  
p=0,01),	  mas	  apresentando	  um	  efeito	  contrário	  nos	  indivíduos	  com	  história	  actual	  ou	  passada	  de	  
tabagismo	   (OR=0,410,	   IC95%	  0,169-­‐0,990,	  p=0,041).	  Além	  disso,	  verificou-­‐se	   também	  que	  este	  
genótipo	  TT	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  está	  associado	  a	  um	  maior	  risco	  de	  metastização	  à	  
distância	   (OR	   2,479,	   IC95%	   0,989-­‐6.212,	   p=0,046),	   principalmente	   no	   tipo	   histológico	   de	  
adenocarcinomas	   (OR=3,882,	   IC95%=1,035-­‐14,568,	   p=0,032).	   Relativamente	   ao	   polimorfismo	  
CSF-­‐1	  -­‐347C/T,	  verificou-­‐se	  que	  os	  doentes	  com	  o	  tipo	  histológico	  de	  carcinoma	  indiferenciado	  e	  
portadores	  do	  alelo	  T	  apresentavam	  uma	  sobrevida	  global	  maior	  (23,8	  meses)	  em	  comparação	  
com	  doentes	  com	  genótipo	  CC	   (9,3	  meses),	   sendo	  esta	  diferença	  estatisticamente	  significativa	  
(p=0,036).	  
Este	   trabalho	   constitui	   a	   primeira	   evidência	   de	   como	   polimorfismos	   genéticos	   de	  CSF-­‐1	   e	   seu	  
receptor	   influenciam	   a	   susceptibilidade	   para	   o	   desenvolvimento	   do	   cancro	   do	   pulmão,	   assim	  
como	  o	  prognóstico	  desta	  doença.	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Cancer	  is	  a	  complex	  disease	  characterized	  by	  genetic	  and	  epigenetic	  alterations	  of	  tumour	  cells,	  
which	   establish	   an	   interaction	   with	   the	   different	   cells	   of	   stroma,	   among	   which	   the	   tumour-­‐
associated	   macrophages	   (TAMs)	   are	   included.	   Several	   studies	   have	   shown	   that	   these	  
macrophages	   may	   participate	   in	   promotion	   of	   tumour	   development	   and	   their	   malignant	  
transformation,	   and	   the	   macrophage	   colony-­‐stimulating	   factor	   (CSF-­‐1)	   is	   crucial	   for	   the	  
recruitment,	  survival,	  proliferation	  and	  differentiation	  of	  macrophages	  in	  tissues.	  
Lung	  cancer	  is	  one	  of	  the	  most	  common	  cancers	  worldwide	  and	  has	  a	  high	  mortality,	  for	  which	  
the	  level	  of	  CSF-­‐1	  gene	  expression	  has	  been	  described	  as	  a	  poor	  prognosis	  factor	  and	  an	  inverse	  
relationship	   between	   tissue	   levels	   of	   TAMs	   and	  disease-­‐free	   survival	   has	   also	   been	  described.	  
Smoking	   is	   the	   main	   risk	   factor	   for	   lung	   cancer,	   but	   differences	   in	   susceptibility	   to	   its	  
development,	   as	   well	   as	   differences	   in	   its	   clinical	   course	   and	   response	   to	   therapy,	   justify	  
research	  on	  genetic	  polymorphisms	  as	  a	  source	  of	  inter-­‐individual	  variability.	  
In	   this	   work,	   we	   developed	   a	   study	   case-­‐control,	   with	   the	   aim	   of	   evaluating	   the	   influence	   of	  
genetic	  polymorphisms	  CSF-­‐1	  R	   A2033T	  and	  CSF-­‐1-­‐347C/T	   (SNP	   rs1058885)	   in	   susceptibility	   to	  
non-­‐small	   cell	   lung	  cancer	   (NSCLC),	   response	   to	   therapy	  and	  overall	   survival.	  431	  patients	  and	  
514	  individuals	  without	  known	  malignant	  disease	  were	  included.	  The	  individuals	  of	  both	  groups	  
were	   genotyped	   by	   PCR-­‐RFLP	   and	  Real-­‐Time	   PCR	   for	   the	   polymorphisms	  CSF-­‐1	   R	   A2033T	   and	  
CSF-­‐1	  -­‐347C/T,	  respectively.	  The	  statistical	  analysis	  was	  performed	  with	  the	  aid	  of	  SPSS	  (version	  
17.0).	  
The	  results	  showed	  that	  TT	  genotype	  of	  polymorphism	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  is	  a	  risk	  factor	  for	  NSCLC	  
in	  non-­‐smokers	  (OR=3.897,	  95%CI	  1.296	  to	  11.720,	  p=0.01),	  but	  presenting	  an	  opposite	  effect	  in	  
individuals	  with	  current	  or	  past	  history	  of	  smoking	  (OR=0.410,	  95%CI	  0.169	  to	  0.990,	  p=0.041).	  
Furthermore,	   it	  has	  been	  also	  found	  that	  this	  TT	  genotype	  of	  polymorphism	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	   is	  
associated	   with	   an	   increased	   risk	   of	   distant	   metastasis	   (OR=2.479,	   95%CI	   0.989	   to	   6212,	  
p=0.046),	   especially	   for	   the	   histology	   type	   of	   adenocarcinomas	   (OR=3.882,	   95%CI	   1.035	   to	  
14.568,	  p=0.032).	  Regarding	   the	  polymorphism	  CSF-­‐1	   -­‐347C/T,	   it	  was	   found	   that	  patients	  with	  
histologic	   type	  of	  undifferentiated	  carcinoma	  and	  T	  allele	  carriers	  had	  a	  higher	  overall	   survival	  
(23.8	   months)	   compared	   with	   patients	   with	   genotype	   CC	   (9	   3	   months),	   with	   a	   statistically	  
significant	  difference	  (p=0.036).	  
This	   study	   is	   the	   first	   evidence	   of	   the	   influence	   of	   genetic	   polymorphisms	   of	   CSF-­‐1	   and	   its	  
receptor	  on	  susceptibility	  to	  lung	  cancer	  development,	  as	  well	  as	  on	  its	  prognosis.	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1.1 Carcinogénese	  e	  Sistema	  Imunitário	  
O	   desenvolvimento	   de	   células	   neoplásicas	   tem	   origem	   em	   células	   normais	   do	   organismo	  
humano,	   que	   adquirem	   progressivamente	   características	   que	   lhes	   permitem	   o	   crescimento	  
tumoral	   e	   disseminação	   metastática,	   e	   que	   correspondem	   a	   alterações	   do	   genoma,	  
nomeadamente	   mutações	   em	   oncogenes	   e	   genes	   supressores	   tumorais	   [1,	   2].	   Uma	   das	  
características	   fundamentais	   das	   células	  neoplásicas	   é	   a	   sua	  maior	   capacidade	  de	  proliferação	  
celular,	   quer	   por	   controlo	   da	   produção	   de	   factores	   de	   crescimento,	   desregulação	   dos	  
mecanismos	  de	  sinalização	  intracelular	  ou	  evasão	  dos	  mecanismos	  reguladores	  do	  crescimento	  
e	   divisão	   celular.	   Outras	   características	   das	   células	   neoplásicas	   incluem	   a	   sua	   resistência	   aos	  
mecanismos	  de	  morte	  celular	  como	  a	  apoptose,	  um	  potencial	  replicativo	  ilimitado	  por	  ativação	  
da	   telomerase,	   a	   promoção	   da	   angiogénese,	   a	   sua	   capacidade	   de	   invasão	   local	   e	   de	  
metastização	  (Figura	  1).	  
	  
Figura	   1	   –	  Mecanismos	   propostos	   para	   a	   transformação	   neoplásica,	   incluindo	   as	   alterações	   adquiridas	  
pelas	  células	  malignas	  e	  nas	  diferentes	  células	  do	  estroma	  tumoral	  (adaptado	  de	  [2]).	  
	  
Além	  das	   células	  neoplásicas,	  os	   tumores	   correspondem	  a	   tecidos	   complexos	   constituídos	  por	  
vários	   tipos	   de	   células,	   tais	   como	   fibroblastos,	   células	   endoteliais	   e	   células	   do	   sistema	   imune,	  
que	  constituem	  o	  estroma	  e	  que	  interagem	  entre	  si,	  contribuindo	  também	  para	  a	  carcinogénese.	  
Neste	   estroma	   celular,	   existe	   evidência	   científica	   que	   as	   células	   do	   sistema	   imune	   podem	  
promover	  ativamente	  o	  crescimento	   tumoral,	  uma	  vez	  que	   têm	  capacidade	  de	  promoverem	  a	  
angiogénese,	  a	  proliferação	  das	  células	  neoplásicas	  e	  a	  capacidade	  de	   invasão,	  assim	  como	  de	  
modulação	  da	  resposta	  imunitária	  [2].	  
De	   acordo	   com	   a	   hipótese	   da	   imunovigilância,	   o	   sistema	   imunitário	   reconhece	   as	   células	  
malignas	   como	   agentes	   estranhos,	   promovendo	   a	   sua	   eliminação,	   o	   que	   pode	   ocorrer	   pela	  
reação	   contra	  antigénios	   tumorais	  específicos	  ou	   contra	  antigénios	  associados	  a	   tumores,	  que	  
correspondem	   a	   moléculas	   que	   são	   expressas	   de	   modo	   diferente	   pelas	   células	   neoplásicas	   e	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células	  normais	  [3].	  Contudo,	  tem-­‐se	  verificado	  que,	  nesta	  	  interação	  entre	  o	  tumor	  e	  o	  sistema	  
imunitário,	   ocorre	   um	   processo	   designado	   por	   “cancer	   immunoediting”,	   com	   três	   cenários	  
possíveis	  (Figura	  2):	  eliminação	  do	  tumor	  pelo	  sistema	  imunitário;	  ou	  equilíbrio	  entre	  o	  tumor	  e	  
sistema	  imunitário,	  com	  seleção	  imune	  de	  células	  menos	  imunogénicas;	  ou	  evasão	  tumoral,	  em	  
que	  há	  o	  crescimento	  de	  clones	  neoplásicos	  que	  resistem	  à	  destruição	  pelo	  sistema	  imunitário	  
[4].	  
	  
Figura	  2	  –	  Interacção	  do	  sistema	  imunitário	  na	  carcinogénese,	  podendo	  ocorrer	  a	  eliminação	  tumoral,	  um	  
estado	  de	  equilíbrio	  ou	  a	  evasão	  tumoral.	  Como	  indicado	  pelas	  setas,	  o	  sistema	  imunitário	  pode	  eliminar	  
as	  células	  neoplásicas	  na	  fase	  de	  eliminação	  ou	  de	  equilíbrio,	  adquirindo	  as	  características	  de	  um	  tecido	  
normal.	  γδ	  –	  linfócitos	  T	  γδ	  ,	  CD4+	  -­‐	  linfócitos	  T	  helper;	  CD8+	  -­‐	  linfócitos	  T	  citotóxicos;	  Mac	  –	  macrófagos;	  
NKT	  –	  células	  natural	  killer	  T	  (adaptado	  de	  [4]).	  
	  
Existe	  também	  evidência	  científica	  que	  as	  células	  neoplásicas	  manipulam	  o	  sistema	  imunitário	  a	  
favor	  do	  seu	  desenvolvimento,	  quer	  pela	  sua	  capacidade	  de	  evasão	  da	  destruição	  imunológica,	  
particularmente	  pelos	  linfócitos	  B	  e	  T,	  macrófagos	  e	  células	  NK,	  quer	  pela	  indução	  de	  respostas	  
inflamatórias	  promotoras	  do	  crescimento	  tumoral,	  evidenciando	  assim	  uma	  dicotomia	  no	  papel	  
do	   sistema	   imunitário	   na	   carcinogénese,	   que	   simultaneamente	   antagoniza	   e	   promove	   o	  
desenvolvimento	   e	   progressão	   dos	   tumores	   [5].	   De	   facto,	   a	   inflamação	   pode	   contribuir	   para	  
várias	   das	   características	   próprias	   das	   células	   neoplásicas	   através	   da	   secreção	   de	   moléculas	  
bioactivas	  para	  o	  micro-­‐ambiente	  tumoral,	   incluindo	  factores	  de	  crescimento	  que	  perpetuam	  a	  
proliferação,	   factores	   de	   sobrevivência	   que	   limitam	   a	   morte	   celular,	   substâncias	   pró-­‐
angiogénicas,	   enzimas	   modificadoras	   da	   matriz	   extracelular,	   que	   facilitam	   a	   angiogénese,	  
invasão	  e	  metastização,	  assim	  como	  substâncias	  químicas	  mutagénicas,	  como	  espécies	  reactivas	  
de	  oxigénio	  [2,	  5].	  
Esta	   dicotomia	   das	   células	   imunitárias	   como	   promotoras	   e	   antagonizadoras	   da	   carcinogénese	  
pode	  ser	  explicada	  de	  acordo	  com	  as	  diferentes	  funções	  do	  sistema	  imunitário:	  a	  eliminação	  de	  
agentes	  infecciosos	  através	  de	  uma	  resposta	  imunitária	  adaptativa	  em	  associação	  com	  o	  sistema	  
imunitário	  inato	  e,	  por	  outro	  lado,	  a	  participação	  da	  resposta	  imunitária	  inata	  na	  cicatrização	  e	  
eliminação	  de	  restos	  celulares,	  através	  de	  mecanismos	  alternativos	  de	  ativação	  de	  macrófagos,	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neutrófilos	   e	   células	   progenitoras	  mielóides	   [5].	   São	   estas	   células	   do	   sistema	   imunitário	   inato	  
que	   constituem	   as	   principais	   fontes	   de	   factores	   de	   crescimento,	   substâncias	   angiogénicas	   e	  
factores	   remodeladores	  da	  matriz,	  que	  são	  úteis	  na	  cicatrização,	  mas	  que	   também	  podem	  ser	  
manipuladas	  para	  favorecer	  a	  progressão	  neoplásica,	  estando	  descrito	  que	  algumas	  sub-­‐classes	  
de	  linfócitos	  B	  e	  T	  podem	  facilitar	  o	  recrutamento,	  ativação	  e	  persistência	  destes	  macrófagos	  e	  
neutrófilos	  promotores	  da	  cicatrização	  e	  da	  carcinogénese	  [2,	  5].	  
No	  estroma	  tumoral,	  os	  macrófagos	  representam	  até	  50%	  da	  massa	  tumoral	  e	  assim	  constituem	  
uma	   população	   celular	   proeminente,	   com	   funções	   importantes	   na	   carcinogénese	   [6].	   Os	  
macrófagos	  na	  periferia	  dos	  tumores	  podem	  promover	  a	  invasão	  local	  por	  fornecerem	  enzimas	  
degradadoras	   da	   matriz	   como	   as	   metaloproteinases	   e	   proteases	   de	   cisteína	   catepsina	   [2]	   e,	  
assim,	  as	   células	  neoplásicas	  podem	  secretar	   substâncias	  quimioatractoras	  para	   recrutar	  estas	  
células	  inflamatórias	  pró-­‐invasoras.	  
Os	  macrófagos	  promotores	  da	  invasão	  são	  ativados	  pela	  IL-­‐4	  produzida	  pelas	  células	  neoplásicas	  
[2].	   Num	  modelo	   experimental	   de	   cancro	   da	  mama	  metastático,	   os	  macrófagos	   associados	   a	  
tumores	   (TAMs)	   fornecem	   EGF	   (factor	   de	   crescimento	   epidérmico)	   às	   células	   neoplásicas	   da	  
mama,	  enquanto	  que	  as	  células	  neoplásicas	  estimulam	  reciprocamente	  os	  macrófagos	  com	  CSF-­‐
1	   (factor	   estimulante	   de	   colónias	   de	   macrófagos),	   sendo	   que	   estas	   interações	   concertadas	  
facilitam	  a	  invasão	  tumoral	  no	  sistema	  circulatório	  e	  disseminação	  metastática	  [7].	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1.2 Polarização	  dos	  Macrófagos:	  via	  clássica	  e	  via	  alternativa	  
Os	  macrófagos	  são	  células	  diferenciadas	  da	   linha	  mononuclear	   fagocítica	  que,	  a	  nível	  humano,	  
se	  caracterizam	  pela	  expressão	  dos	  seguintes	  marcadores:	  CD68,	  CD16,	  CD312	  e	  CSF-­‐1	  R	  (CD115)	  
[7].	   O	   seu	   crescimento	   e	   diferenciação	   a	   partir	   da	   célula	   progenitora	  mielóide	   dependem	   de	  
citocinas	   determinadoras	   da	   linhagem	   de	   macrófagos,	   como	   M-­‐CSF	   (CSF-­‐1)	   e	   GM-­‐CSF,	   assim	  
como	  da	  interação	  com	  o	  estroma	  hematopoiético,	  sendo	  libertados	  na	  corrente	  sanguínea	  sob	  
a	   forma	   de	   monócitos,	   que	   se	   diferenciam	   depois	   em	   macrófagos	   a	   nível	   tecidular	   [8].	  
Encontram-­‐se	  descritas	  várias	  sub-­‐populações	  de	  macrófagos	  com	  características	  específicas	  de	  
cada	  um	  dos	  órgãos	  (células	  de	  Kupffer	  no	  fígado,	  células	  de	  Langerhans	  na	  pele,	  osteoclastos	  no	  
tecido	  ósseo,	  microglia	  no	  sistema	  nervoso	  central	  e	  macrófagos	  alveolares),	  existindo	  também	  
o	  recrutamento	  de	  macrófagos	  que	  participam	  na	  resposta	  imunitária	  [8].	  Apesar	  da	  morte	  dos	  
macrófagos	   poder	   ocorrer	   a	   nível	   tecidular,	   em	   alternativa,	   também	   se	   pode	   verificar	   a	   sua	  
migração	   para	   os	   gânglios	   linfáticos	   de	   drenagem,	   o	   que	   poderá	   estar	   relacionado	   com	   a	  
metastização	  ganglionar	  [7].	  
As	  diferentes	  vias	  de	  ativação	  dos	  macrófagos	  encontram-­‐se	  relacionadas	  com	  diferentes	  tipos	  
de	   macrófagos,	   que	   se	   distinguem	   entre	   si	   em	   termos	   de	   expressão	   de	   receptores,	   funções	  
efectoras	   e	   produção	  de	   citocinas	   e	  quimiocinas,	   estando	  descritos	  os	  macrófagos	  M1	   (via	   de	  
ativação	   clássica)	   e	  os	  macrófagos	  M2	   (via	  de	  ativação	  alternativa)	   [6,	   8,	   9].	  A	   via	  de	  ativação	  
clássica	   (macrófagos	   M1)	   está	   relacionada	   com	   a	   resposta	   imunitária	   celular	   contra	   agentes	  
patogénicos	   intracelulares,	   sendo	   dependente	   de	   substâncias	   sintetizadas	   por	   linfócitos	   Th1	   e	  
células	   NK,	   como	   interferão-­‐γ,	   várias	   citocinas	   produzidas	   por	   células	   apresentadoras	   de	  
antigénio,	  como	  IL-­‐12	  e	  IL-­‐18,	  ou	  apresentando	  ativação	  direta	  por	  LPS	  [8].	  Esta	  via	  de	  ativação	  
induz	   a	  produção	  de	   citocinas	  pró-­‐inflamatórias	   (IL-­‐6,	   TNF,	   IL-­‐1	   e	   IL-­‐12)	   e	   espécies	   reativas	  de	  
oxigénio	  (ROS)	  [8,	  9].	  
De	   um	  modo	   geral,	   pode-­‐se	   assumir	   que	   os	  macrófagos	  M1	   (ativação	   clássica)	   participam	   na	  
resposta	  imunitária	  contra	  microrganismos	  e	  células	  tumorais,	  sintetizando	  grandes	  quantidades	  
de	   citocinas	   pró-­‐inflamatórias.	   Em	   contraste,	   a	   via	   de	   ativação	   alternativa	   (macrófagos	   M2)	  
participa	   na	   regulação	   das	   respostas	   inflamatórias	   e	   imunidade	   adaptativa	   Th1,	   remoção	   de	  
detritos	  celulares,	  assim	  como	  promove	  a	  angiogénese,	  a	  remodelação	  e	  reparação	  tecidulares	  
[9].	   Deste	   modo,	   a	   via	   alternativa	   de	   ativação	   dos	   macrófagos	   encontra-­‐se	   relacionada	   com	  
doenças	   alérgicas,	   como	   a	   asma,	   imunidade	   contra	   infecções	   parasitárias,	   com	   a	  
imunotolerância	   materna	   ao	   feto,	   reparação	   tecidular	   em	   feridas,	   aterosclerose	   e	   imunidade	  
tumoral	  [8].	  
A	   via	   de	   ativação	   alternativa	   encontra-­‐se	   dependente	   de	   IL-­‐4	   e	   IL-­‐13,	   que	   são	   citocinas	  
geralmente	   sintetizadas	   pelos	   linfócitos	   Th2,	   nomeadamente	   nas	   respostas	   alérgicas	   e	  
imunitárias	   contra	   organismos	   patogénicos	   extracelulares	   e	   parasitas,	   estando	   a	   sua	   ativação	  
também	   relacionada	   com	   a	   IL-­‐10	   e	   esta	   via	   de	   ativação	   apresenta	   propriedades	   anti-­‐
inflamatórias	   [8]	   (Figura	   3).	   De	   facto,	   verificou-­‐se	   que	   moléculas	   anti-­‐inflamatórias,	   como	   as	  
hormonas	  glucocorticóides,	  IL-­‐4,	  IL-­‐13	  e	  IL-­‐10	  são	  mais	  do	  que	  simples	  inibidores	  da	  via	  clássica	  
de	  ativação	  dos	  macrófagos,	  induzindo	  a	  via	  de	  ativação	  alternativa	  [9].	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Figura	  3	  –	  Polarização	  dos	  macrófagos	  em	  via	  clássica	  (M1)	  e	  via	  alternativa	  (M2)	  (adaptado	  de	  [6]).	  
	  
Nos	  macrófagos,	  as	  citocinas	  IL-­‐4	  e	  IL-­‐13	  apresentam	  vários	  efeitos:	  aumentam	  a	  expressão	  do	  
receptor	   de	   manose	   e	   de	   moléculas	  MHC	   classe	   II	   [10],	   estimulando	   assim	   a	   endocitose	   e	   a	  
apresentação	   de	   antigénios;	   induzem	   a	   expressão	   de	   determinadas	   quimiocinas	   relacionadas	  
com	   uma	   polarização	   Th2,	   como	   MDC/CCL22	   (quimiocina	   derivada	   dos	   macrófagos)	   [11]	   e	  
TARC/CCL17	   (quimiocina	   do	   timo	   regulada	   por	   ativação);	   induzem	   também	   a	   expressão	   de	  
enzimas	   intracelulares,	   como	   a	   arginase	   que	   equilibra	   os	   efeitos	   da	   libertação	   de	  NO	   [8].	   Sob	  
controlo	   da	   arginase,	   os	   macrófagos	   produzem	   prolina,	   que	   é	   um	   importante	   precursor	   do	  
colagénio,	  o	  que	  poderá	  explicar	  como	  a	  via	  alternativa	  favorece	  a	  fibrose	  [8].	  
A	   IL-­‐4	   e	   IL-­‐13	   também	   aumentam	   a	   expressão	   de	   receptor	   decoy	   de	   IL-­‐1	   e	   de	   IL-­‐1Rα,	   o	   que	  
impede	   assim	   o	   efeito	   pró-­‐inflamatório	   da	   IL-­‐1	   [8,	   12].	   Enquanto	   que	   a	   IL-­‐4	   e	   IL-­‐13	   estão	  
diretamente	   relacionadas	   com	  a	  via	  de	  polarização	  alternativa	  dos	  macrófagos,	   a	   IL-­‐10	  parece	  
ter	  efeitos	  diferentes,	  apesar	  de	  sinérgicos:	  a	  IL-­‐10	  inibe	  a	  síntese	  de	  citocinas	  pró-­‐inflamatórias	  
e	  a	  libertação	  de	  NO,	  após	  exposição	  a	  LPS	  [8].	  
Existe	  um	  certo	  paralelismo	  e	   interação	  entre	  as	  vias	  de	  ativação	  dos	  macrófagos	  e	  as	  vias	  de	  
polarização	   dos	   linfócitos	   T,	   participando	   assim	   os	  macrófagos	   em	   circuitos	   de	   amplificação	   e	  
regulação.	  De	  facto,	  sabe-­‐se	  que	  as	  quimiocinas	  induzidas	  por	  interferão-­‐γ	  IP-­‐10	  (CXCL10)	  e	  MIG	  
(CXCL9),	  que	  são	  responsáveis	  pelo	  recrutamento	  de	  linfócitos	  Th1,	  são	  inibidas	  por	  IL-­‐4	  e	  IL-­‐10;	  
pelo	   contrário,	   a	   IL-­‐4	   induz	   eotaxina-­‐2	   (CCL24),	   CCL18	   e	   CCL22,	   cuja	   síntese	   é	   inibida	   por	  
interferão-­‐γ,	  sendo	  que	  CCL22	  é	  responsável	  pela	  atração	  de	  linfócitos	  T	  reguladores	  [9].	  
Atualmente,	   é	   aceite	   que	   os	   TAMs	   correspondem	   a	   macrófagos	   M2	   e	   que	   promovem	   a	  
carcinogénese,	   nomeadamente	   a	   sobrevivência	   celular,	   proliferação	  e	  disseminação	   [6,	   9,	   13].	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Os	  macrófagos	  existentes	  nos	  tumores	  são	  induzidos	  na	  via	  alternativa	  de	  ativação	  por	  citocinas	  
sintetizadas	   pelas	   células	   tumorais	   e	   linfócitos	   T	   [9].	   Os	   TAMs	   apresentam	   um	   fenótipo	   de	  
elevada	  expressão	  de	  IL-­‐10,	  com	  baixa	  expressão	  de	  IL-­‐12,	  que	  é	  característico	  dos	  macrófagos	  
M2	  [9].	  
Existe	   grande	   evidência	   que	   as	   quimiocinas	   desempenham	   um	   papel	   importante	   no	  
recrutamento	  de	  monócitos	  para	  os	  tecidos	  neoplásicos,	  onde	  se	  diferenciam	  em	  TAMs.	  CCL2	  é	  
provavelmente	  a	  quimiocina	  mais	  frequentemente	  encontrada	  em	  tumores	  (sarcomas,	  gliomas,	  
cancro	   do	   pulmão,	   mama,	   colo	   do	   útero	   e	   ovário,	   melanomas)	   [9],	   sendo	   descrita	   como	   um	  
factor	   quimiotático	   derivado	   de	   tumores	   –	   MCP-­‐1.	   Um	   estudo	   em	   30	   linhas	   celulares	   de	  
melanoma,	   verificou	  que	  apenas	  as	   células	   tumorais	   secretavam	  MCP-­‐1,	  o	  que	  não	   se	   verifica	  
em	   melanócitos	   normais,	   e	   que	   o	   efeito	   biológico	   dependia	   do	   seu	   nível	   de	   expressão:	   a	  
expressão	  de	  MCP-­‐1	  em	  níveis	  reduzidos	  favorecia	  a	  formação	  de	  tumores	  e	  estava	  associada	  a	  
uma	   infiltração	  modesta	  por	  TAMs	  e	  aumento	  da	  angiogénese,	  enquanto	  que	  a	  expressão	  em	  
níveis	  elevados	  estava	  associada	  a	  uma	   infiltração	  maciça	  de	  TAMs,	  causando	  a	  eliminação	  de	  
tumores	  [14].	  
O	  efeito	  de	  MCP-­‐1	  resulta	  da	  interação	  com	  o	  receptor	  CCR2	  e	  verificou-­‐se	  que	  os	  TAMs	  isolados	  
de	   doentes	   com	   cancro	   do	   ovário	   apresentavam	   sub-­‐expressão	  deste	   receptor,	   não	  migrando	  
assim	   em	   resposta	   à	   ação	   de	  MCP-­‐1.	   Apesar	   de	   contraditórios,	   estes	   resultados	   sugerem	   um	  
mecanismo	  de	   retenção	  dos	  macrofágos	   recrutados	  nos	   tumores	  através	  da	   sub-­‐expressão	  de	  
CCR2,	   além	   de	   permitir	   a	   obtenção	   da	  maiores	   concentrações	   de	  MCP-­‐1	   livre,	   que	   fica	   assim	  
disponível	   para	   o	   recrutamento	   de	   maior	   número	   de	   macrófagos	   [15].	   Também	   se	   tem	  
demostrado	  que	  o	  VEGF	  [16,	  17]	  e	  CSF-­‐1	  (M-­‐CSF)	  [18]	  podem	  contribuir	  significativamente	  para	  
o	  recrutamento	  de	  macrofágos	  em	  tumores,	  promovendo	  a	  sua	  migração	  e	  sobrevivência.	  
IL-­‐10,	  que	  é	  sintetizada	  por	  várias	  células	  neoplásicas,	  promove	  a	  diferenciação	  dos	  monócitos	  
em	  macrófagos	  maduros	  bloqueando	  a	  sua	  diferenciação	  em	  células	  dendríticas	  [9].	  Além	  disso,	  
os	  linfócitos	  T	  existentes	  em	  vários	  tumores	  humanos	  apresentam	  um	  fenótipo	  Th2	  [5]	  que,	  ao	  
produzirem	  IL-­‐4	  e	   IL-­‐13,	   favorecem	  a	  polarização	  alternativa	  dos	  macrófagos	  para	  um	  fenótipo	  
M2.	   Estudos	   in	   vitro	   com	   linhas	   celulares	   humanas	   de	   carcinoma	   de	   células	   renais	   também	  
demonstraram	   que	   a	   IL-­‐6	   e	   CSF-­‐1	   são	   responsáveis	   pela	   diferenciação	   preferencial	   de	   células	  
progenitoras	  CD34+	   em	  macrófagos	   em	  vez	  de	   células	   dendríticas,	   as	   quais	   apresentam	  maior	  
eficácia	   como	  células	  apresentadoras	  de	  antigénios	   tumorais	  para	  os	   linfócitos	  T,	   sendo	  que	  a	  
inibição	   da	   diferenciação	   em	   células	   dendríticas	   era	   precedida	   pela	   indução	   da	   expressão	   de	  
CSF-­‐1	  R	  (CD115)	  e	  perda	  de	  GM-­‐CSF	  R	  (CD116)	  na	  superfície	  das	  células	  CD34+	  [19].	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1.3 Macrófagos	  e	  Carcinogénese	  
Os	  macrófagos	   fazem	  parte	   da	   resposta	   imunitária	   inata	   e,	   apesar	   de	   terem	   sido	   inicialmente	  
propostos	   como	   um	   dos	   mecanismos	   de	   defesa	   anti-­‐tumoral,	   pensa-­‐se	   que	   os	   macrófagos	  
associados	  a	  tumores	  (TAMs)	  promovem	  o	  aparecimento	  de	  cancro	  e	  a	  sua	  progressão	  maligna.	  
Existe	  atualmente	  evidência	  experimental	  e	  clínica	  que	  sugere	  que	  os	  macrófagos	  são	  educados	  
pelo	   micro-­‐ambiente	   tumoral,	   de	   modo	   a	   adoptarem	   um	   papel	   trófico	   que	   favorece	   a	  
carcinogénese	  (Figura	  4)	  [6].	  
	  
Figura	  4	  –	  Macrófagos	  associados	  a	  tumores	  (TAMs)	  na	  carcinogénese	  (adaptado	  de	  [6]).	  
	  
Apesar	   dos	   macrófagos	   mediarem	   citotoxicidade	   anti-­‐tumoral,	   funcionarem	   como	   células	  
apresentadoras	  de	  antigénios	  associados	  a	  tumores	  e	  estimularem	  linfócitos	  anti-­‐tumorais	  [20],	  
verificou-­‐se	   experimentalmente	   que	   as	   células	   neoplásicas	   conseguem	   contornar	   estas	  
respostas	  imunitárias,	  tornando	  o	  hospedeiro	  incapaz	  de	  exercer	  uma	  resposta	  imunitária	  anti-­‐
tumoral	  com	  sucesso	  [21].	  
Vários	   estudos	   têm	   sugerido	   um	   papel	   dos	   TAMs	   no	   processo	   de	   carcinogénese.	   Durante	   a	  
iniciação	  tumoral,	  os	  macrófagos	  criam	  um	  ambiente	  inflamatório	  que	  é	  mutagénico	  e	  promotor	  
do	   crescimento.	   Durante	   a	   progressão	   dos	   tumores	   para	   a	   malignidade,	   os	   macrófagos	  
estimulam	  a	  angiogénese,	  favorecem	  a	  migração	  das	  células	  tumorais	  e	  a	  invasão,	  e	  suprimem	  a	  
imunidade	  anti-­‐tumoral.	  Nos	  órgãos-­‐alvo	  de	  metastização,	  os	  macrófagos	  preparam	  os	  tecidos	  
para	   a	   chegada	   das	   células	   tumorais	   e	   promovem	   o	   seu	   extravasamento,	   sobrevivência	   e	  
crescimento.	  Os	  macrófagos	  são	  produtores	  potentes	  de	  proteases	  e	  também	  produzem	  muitos	  
factores	  angiogénicos	   [18].	  Através	  da	   libertação	  de	  proteases,	   factores	  de	  crescimento	  (bFGF,	  
GM-­‐CSF,	   TGF	   α,	   IGF-­‐1,	   PDGF,	   VEGF/VPF,	   TGF	   β)	   e	   outras	   citocinas	   (IL-­‐1,	   IL-­‐6,	   IL-­‐8,	   TNF	   α,	  
substância	   P,	   prostaglandinas,	   interferão	   e	   trombospondina	   1),	   os	  macrófagos	   ativados	   têm	   a	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capacidade	  de	   influenciar	  as	  diferentes	   fases	  do	  processo	  angiogénico,	   incluindo	  as	  alterações	  
locais	  da	  matriz	  extracelular,	  assim	  como	  a	  migração	  e	  proliferação	  das	  células	  endoteliais	  [22].	  
Chen	  et	  al	  verificaram	  que,	  em	  cultura,	  os	  macrófagos	  promovem	  a	  capacidade	  de	  invasão	  e	  de	  
degradação	  da	  matriz	  extracelular	  de	   linhas	  celulares	  de	  cancro	  do	  pulmão,	  o	  que	  se	  associa	  a	  
um	  aumento	  da	  expressão	  de	  IL-­‐6,	  IL-­‐8	  e	  MMP9	  [23].	  
As	   células	   fagocitárias	   têm	  um	  papel	   central	   na	   remodelação	   tecidular	   e	   reparação	   durante	   a	  
ontogénese	  e	  vida	  adulta.	  Esta	  capacidade	  é	  também	  apresentada	  pelos	  TAMs,	  que	  coordenam	  
a	   função	   de	   outros	   componentes	   do	   estroma	   tumoral.	   Os	   TAMs	   produzem	   vários	   factores	   de	  
crescimento	   que	   afectam	   a	   proliferação	   de	   células	   tumorais,	   angiogénese	   e	   deposição	   ou	  
dissolução	   de	   tecido	   conjuntivo,	   tais	   como	   EGF,	   membros	   da	   família	   FGF,	   TGF-­‐β,	   VEGF	   e	  
quimiocinas	  [9].	  Os	  macrófagos	  podem	  também	  produzir	  enzimas	  e	   inibidores	  enzimáticos	  que	  
regulam	  a	  digestão	  da	  matriz	  extracelular,	  como	  MMPs,	  plasmina,	  uPA	  e	  o	  seu	  receptor	  uPAR	  [9],	  
tendo	  sido	  demonstrado	  que	  a	  expressão	  de	  uPA	  em	  macrófagos	  era	  feita	  sob	  controlo	  de	  CSF-­‐1	  
[24].	  
Estudos	  têm	  indicado	  que	  os	  TAMs	  estão	  envolvidos	  na	  progressão	  do	  cancro	  da	  mama	  através	  
do	   efeito	   de	   uPA	   pois	   verificou-­‐se	   que	   estes	   macrófagos	   apresentam	   expressão	   de	   uPAR,	  
concentrando	  assim	  uPA	  na	  sua	  superfície	  celular	  [25],	  o	  que	  promove	  a	  proteólise	  dependente	  
de	   plasminogénio,	   que	   é	   importante	   na	   remodelação	   da	  matriz	   e	   invasão	   celular.	  MMP9	   tem	  
vários	   efeitos	   na	   carcinogénese	   além	   da	   degradação	   da	   matriz,	   incluindo	   a	   promoção	   da	  
angiogénese	  e	  a	  libertação	  de	  factores	  de	  crescimento	  [26,	  27].	  Em	  linhas	  celulares	  humanas	  de	  
cancro	  do	  pulmão,	  verificou-­‐se	  que	  CSF-­‐1	  aumentava	  o	  potencial	  invasivo	  das	  células	  tumorais,	  o	  
que	   se	   associa	   a	   um	   aumento	   da	   expressão	   de	   proteinases	   responsáveis	   pela	   degradação	   da	  
matriz	  extracelular,	  como	  MMPs	  e	  uPA	  [28].	  
Além	  disso,	  as	  células	  tumorais	  expressam	  receptores	  para	  quimiocinas,	  as	  quais	  podem	  assim	  
promover	   a	   sua	   proliferação	   e	   sobrevivência:	   por	   exemplo,	   em	   biópsias	   de	   cancro	   da	  mama,	  
verificou-­‐se	   a	   expressão	   de	   CCR5,	   um	   receptor	   da	   quimiocina	   RANTES,	   sugerindo	   assim	   uma	  
ação	  directa	  sobre	  as	  células	  tumorais	  [29].	  Os	  macrófagos	  ativados	  produzem	  e	  libertam	  óxido	  
nítrico	  através	  da	  enzima	   iNOS,	  cuja	  atividade	  pode	  ser	   relacionada	  com	  o	  grau	  histológico	  do	  
cancro	  da	  mama,	  sugerindo	  assim	  que	  o	  NO	  pode	  constituir	  um	  factor	  de	  crescimento	  tumoral.	  
Estudos	   in	   vivo	   também	   demonstraram	   que	   as	   células	   tumorais	   humanas	   transfectadas	   com	  
iNOS	   apresentam	   aumento	   da	   velocidade	   de	   crescimento,	   vascularização	   e	   capacidade	   de	  
invasão	  [30].	  
Os	   receptores	   de	   quimiocinas	   também	   podem	   orientar	   as	   células	   tumorais	   para	   órgãos	  
específicos	  de	  metastização:	  células	  de	  cancro	  da	  mama	  apresentam	  uma	  elevada	  expressão	  de	  
CXCR4	  e	  CCR7,	  cujos	  respectivos	  ligandos	  exibem	  elevados	  níveis	  de	  expressão	  nos	  órgãos	  com	  
metastização	   mais	   frequente	   do	   cancro	   da	   mama,	   e	   estudos	   in	   vivo	   demonstraram	   que	   a	  
neutralização	  da	  interação	  de	  CXCR4	  com	  o	  seu	  ligando	  CXCL12	  afectava	  de	  modo	  significativo	  a	  
metastização	  de	  células	  de	  cancro	  da	  mama	  para	  os	  gânglios	  linfáticos	  regionais	  e	  pulmão	  [31].	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Os	   TAMs	   têm	   sido	   também	   implicados	   na	   metastização	   óssea	   pois	   os	   macrófagos	   são	  
frequentemente	   detectados	   em	   lesões	   osteolíticas	   secundárias	   a	   carcinomas	   [32],	   tendo	   sido	  
proposto	   que	   o	   CSF-­‐1	   pode	   exercer	   um	   papel	   crucial	   na	   osteólise	   através	   da	   promoção	   da	  
maturação	   dos	   osteoclastos	   [33].	   De	   facto,	   o	   CSF-­‐1	   é	   um	   regulador	   da	   diferenciação	   dos	  
osteoclastos,	   que	   promove	   a	   expressão	   do	   receptor	   para	   o	   ligando	   RANK	   (RANKL),	   também	  
conhecido	   por	   factor	   de	   crescimento	   osteoclástico	   [34].	   Além	   disso,	   CSF-­‐1	   influencia	   os	  
osteoclatos	  maduros,	  promovendo	  a	  sua	  adesão	  às	  superfícies	  ósseas	  e	  a	  sua	  actividade	  [35].	  
Os	  TAMs	  produzem	  várias	  quimiocinas	  (CCL2,	  CCL18	  e	  CCL22):	  CCL18	  é	  responsável	  pela	  atração	  
de	   linfócitos	   T	   naïve	   que,	   num	   micro-­‐ambiente	   dominado	   por	   macrófagos	   M2	   e	   células	  
dendríticas	   imaturas,	   podem	   sofrer	   anergia	   [8].	   Os	   TAMs	   apresentam	   também	   uma	   reduzida	  
capacidade	   de	   apresentação	   de	   antigénios	   e	   podem	   suprimir	   a	   ativação	   e	   proliferação	   de	  
linfócitos	   T	   pela	   libertação	   de	   prostaglandinas,	   IL-­‐10	   e	   TGF-­‐β	   [36],	   apresentando	   uma	  menor	  
produção	   de	   IL-­‐12,	   o	   que	   se	   pode	   dever,	   em	  parte,	   à	   ação	   autócrina	   de	   IL-­‐10.	   Além	  disso,	   as	  
células	   tumorais	   e	   do	   estroma	   podem	   promover	   a	   diferenciação	   tecidular	   dos	  monócitos	   em	  
macrófagos,	   em	   vez	   de	   células	   dendríticas,	   as	   quais	   têm	   maior	   eficácia	   como	   células	  
apresentadoras	  de	  antigénio,	  o	  que	  pode	  assim	  contribuir	  para	  a	  redução	  da	  resposta	  imunitária	  
contra	  os	  tumores.	  
A	  angiogénese	  é	  um	  evento	   importante	  no	   crescimento	  e	  progressão	   tumoral.	  Os	  macrófagos	  
podem	  exercer	  uma	   influência	  paradoxal	  na	  formação	  e	  função	  dos	  vasos	  sanguíneos	  uma	  vez	  
que	   produzem	   moléculas	   pró-­‐angiogénicas,	   mas	   também	   expressam	   moléculas	   anti-­‐
angiogénicas	   e	   podem	   danificar	   a	   integridade	   dos	   vasos	   sanguíneos.	   Num	  modelo	   murino,	   o	  
efeito	   anti-­‐angiogénico	   dos	   TAMs	   foi	   evidenciado	   pela	   sobre-­‐expressão	   de	   angiostatina,	   com	  
redução	   da	   metatstização	   [37].	   A	   vascularização	   desigual	   e	   hipóxia	   são	   características	   dos	  
tecidos	  neoplásicos	  que	  afectam	  a	  distribuição	  e	  função	  dos	  macrófagos.	  Os	  TAMs	  acumulam-­‐se	  
preferencialmente	  em	  regiões	  pouco	  vascularizadas,	  que	  são	  caracterizadas	  por	  baixos	  níveis	  de	  
oxigénio.	  A	  migração	  dos	  macrófagos	  é	  suprimida	  em	  condições	  de	  hipóxia	  [38],	  o	  que	  faz	  com	  
que	   os	   TAMs	   sejam	   imobilizados	   em	   áreas	   tumorais	   avasculares,	   necróticas	   e	   hipóxicas,	   onde	  
cooperam	  com	  as	  células	  tumorais	  na	  promoção	  da	  angiogénese	  através	  da	  expressão	  de	  VEGF	  
[39].	  A	  expressão	  de	  HIF-­‐2α	  foi	  observada	  em	  TAMs	  [40],	  assim	  como	  de	  HIF-­‐1	  e	  estes	  factores	  
de	  transcrição	  induzem	  a	  expressão	  de	  VEGF,	  bFGF	  e	  CXCL8,	  que	  estimulam	  a	  angiogénese.	  
Deste	   modo,	   os	   macrófagos	   recrutados	   representam	   uma	   via	   indireta	   de	   amplificação	   da	  
angiogénese,	  em	  cooperação	  com	  moléculas	  angiogénicas	  diretamente	  sintetizadas	  por	  células	  
tumorais.	   Consistente	   com	  estes	   dados,	   existe	   evidência	   clínica	   da	   correlação	  positiva	   entre	   a	  
infiltração	   por	   macrófagos	   e	   angiogénese	   em	   doentes	   com	   cancro	   da	   mama,	   tendo	   sido	   a	  
contagem	   de	   macrófagos	   identificada	   como	   factor	   de	   prognóstico	   da	   sobrevida	   global	   e	  
sobrevida	  livre	  de	  doença	  [41].	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1.4 CSF-­‐1	  e	  seu	  receptor	  
CSF-­‐1,	  também	  conhecido	  como	  M-­‐CSF,	  é	  um	  factor	  de	  crescimento	  polipeptídico	  dimérico	  que	  
atua	  através	  do	  receptor	  de	  membrana	  tirosina	  cinase	  (CSF-­‐1	  R),	  codificado	  pelo	  proto-­‐oncogene	  
c-­‐fms	   [18].	   A	   expressão	   do	   oncogene	   c-­‐fms	   ativado	   em	   células	   susceptíveis	   garante	   o	  
fornecimento	   sustentado	   de	   sinais	   para	   crescimento	   celular,	   na	   ausência	   de	   estimulação	   pelo	  
seu	   ligando	  (CSF-­‐1),	  causando	  assim	  a	  transformação	  neoplásica,	  tendo	  sido	   identificado	  que	  a	  
mutação	  ativadora	  provoca	  uma	  alteração	  no	  domínio	  extracelular	  de	  ligação	  ao	  ligando	  [42].	  
CSF-­‐1	  é	  um	  factor	  de	  crescimento	  hematopoiético	  que	  regula	  especificamente	  a	  sobrevivência,	  
proliferação	   e	   diferenciação	   de	   células	   da	   linhagem	   mononuclear	   fagocítica,	   nomeadamente	  
CFU-­‐C,	  monoblasto,	   pró-­‐monócito,	  monócito	   e	  macrófago.	   A	  maior	   diferenciação	   celular	   está	  
associada	   a	   um	   aumento	   da	   expressão	   de	   CSF-­‐1	   R,	   em	   que	   as	   células	   adquirem	   apenas	  
capacidade	   de	   resposta	   a	   CSF-­‐1,	   que	   é	   assim	   um	   indicador	   específico	   de	   diferenciação	   da	  
linhagem	   mononuclear	   fagocítica	   [43].	   Além	   disso,	   e	   como	   já	   referido	   anteriormente,	   CSF-­‐1	  
participa	   na	   quimiotaxia	   dos	   macrófagos	   [44].	   A	   síntese	   de	   CSF-­‐1	   ocorre	   principalmente	   em	  
fibroblastos,	  mas	   também	   pode	   ser	   induzida	   em	   células	   endoteliais,	  monócitos	   e	  macrófagos	  
[45].	  Mais	  recentemente,	  tem-­‐se	  evidenciado	  o	  papel	  do	  CSF-­‐1	  nas	  respostas	   imunológicas,	  no	  
metabolismo	   ósseo	   através	   da	   remodelação	   óssea	   pelos	   osteoclastos,	   no	   trato	   intestinal,	   na	  
fertilidade	  e	  gravidez,	  sugerindo	  assim	  que	  CSF-­‐1	  é	  mais	  uma	  citocina	  do	  que	  apenas	  um	  factor	  
de	  crescimento.	  
Em	   indivíduos	   normais,	   CSF-­‐1	   é	   normalmente	   detectado	   no	   soro	   (2,4	   ng/mL	   ou	   120	  
unidades/mL)	  e	  tem	  sido	  também	  proposta	  a	  sua	  utilização	  como	  marcador	  tumoral	  para	  várias	  
neoplasias	   associadas	   ao	   aumento	   dos	   seus	   níveis	   séricos,	   incluindo	   cancro	   do	   pâncreas	   [46],	  
colorectal	   [47],	  mama	  [48],	  ovário	  [49],	  endométrio	  [50],	  colo	  do	  útero	   [51],	  cabeça	  e	  pescoço	  
[52],	  assim	  como	  para	  cancro	  do	  pulmão	  [53].	  
CSF-­‐1	   R	   é	   uma	   glicoproteína	   transmembranar	   integral,	   com	   972	   aminoácidos,	   incluindo	   um	  
segmento	  extracelular	  de	  512	  aminoácidos	   com	  o	  domínio	  de	   ligação	  ao	  CSF-­‐1,	  um	   segmento	  
transmembranar	  com	  25	  aminoácidos	  e	  um	  domínio	  intracelular	  de	  435	  aminoácidos	  que	  inclui	  
todas	  as	  sequências	  necessárias	  para	  a	  atividade	  tirosina	  cinase	  [45].	  Existem	  duas	  isoformas	  de	  
CSF-­‐1	  R	  devido	  a	  diferentes	  vias	  de	  processamento,	  mas	  sem	  diferenças	  quanto	  à	  afinidade	  para	  
o	   ligando:	   a	   isoforma	   dos	   macrófagos	   e	   monócitos	   é	   uma	   isoforma	   menor,	   enquanto	   que	   a	  
isoforma	  presente	  no	  trofoblasto	  tem	  mais	  15	  aminoácidos	  no	  seu	  N	  terminal	  [54].	  
A	  especificidade	  do	  CSF-­‐1	  para	  o	  seu	  receptor	  foi	  demonstrada	  com	  um	  modelo	  animal	  com	  uma	  
mutação	  null	  de	  CSF-­‐1	  R,	  que	  apresentava	  um	  fenótipo	  semelhante	  ao	  modelo	  animal	  com	  uma	  
mutação	  null	   de	  CSF-­‐1	   [55]	   e	   sabe-­‐se	  que	   todas	   as	   isoformas	  de	  CSF-­‐1	   apresentam	   ligação	  ao	  
CSF-­‐1	  R.	  
Através	  de	   splicing	   alternativo	  e	  diferente	  processamento	  proteolítico	  pós-­‐translacional,	   CSF-­‐1	  
pode	   ser	   secretado	   para	   a	   circulação	   como	   glicoproteína	   ou	   proteoglicano	   de	   sulfatos	   de	  
condroitina	  ou	  ser	  expresso	  como	  glicoproteína	  membranar	  na	  superfície	  das	  células	  produtoras	  
de	   CSF-­‐1	   [56],	   sendo	   todas	   estas	   isoformas	   biologicamente	   ativas.	   A	   isoforma	   membranar	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estimula	  o	   crescimento	  das	   células	  da	  medula	  óssea	  por	  uma	  via	  de	   sinalização	   justácrina	  por	  
contacto	  direto	  com	  células	  que	  apresentam	  o	  CSF-­‐1	  R.	  	  
Em	   termos	   fisiológicos,	   tem-­‐se	   verificado	   que	   a	   expressão	   in	   vivo	   de	   CSF-­‐1	   ocorre	   em	  
localizações	  específicas	  de	  vários	  tecidos,	  incluindo	  o	  epitélio	  mamário,	  dada	  a	  contribuição	  dos	  
macrófagos	   no	   desenvolvimento	   da	   glândula	   mamária,	   assim	   como	   em	   osteoblastos	   para	  
garantir	  a	  localização	  de	  osteoclastos	  com	  CSF-­‐1	  R	  nos	  locais	  de	  remodelação	  óssea	  e	  em	  células	  
endoteliais,	  que	  participam	  no	  recrutamento	  das	  populações	  de	  monócitos	  circulantes	  [35].	  
A	   descoberta	   das	   funções	   fisiológicas	   de	   CSF-­‐1	   deve-­‐se	   a	   um	   modelo	   animal	   de	   rato	  
osteopetrótico	   (op/op),	   que	   sofre	   de	   osteopetrose	   congénita	   por	   deficiência	   grave	   de	  
osteoclastos	  devido	  a	  uma	  mutação	  no	  gene	  de	  CSF-­‐1,	  com	  consequente	  ausência	  da	  sua	  síntese	  
[57].	  Para	  avaliar	  a	   função	  do	  CSF-­‐1	  na	  carcinogénese,	   foi	  desenvolvido	  um	  modelo	  animal	  de	  
cancro	  da	  mama	   com	  uma	  mutação	   recessiva	  null	   no	   gene	  CSF-­‐1	   (Csf1op)	   e	   verificou-­‐se	   que	   a	  
ausência	   de	   CSF-­‐1	   não	   afectava	   o	   aparecimento,	   nem	   o	   crescimento	   dos	   tumores	  mamários,	  
mas	  afectava	  a	  progressão	  para	  doença	  maligna	  e	  o	  aparecimento	  de	  metástases	  pulmonares,	  o	  
que	   se	   encontrava	   correlacionado	   com	   o	   recrutamento	   de	   macrófagos	   e	   aumento	   da	   sua	  
densidade	  tecidular	  [18].	  Neste	  mesmo	  estudo,	  verificou-­‐se	  que	  a	  expressão	  de	  CSF-­‐1	  R	  estava	  
restrita	  aos	  macrófagos,	   ao	   contrário	  dos	   tumores	  em	  humanos,	   sugerindo	  assim	  que	  o	  CSF-­‐1	  
promove	  a	  metastização	  através	  do	  recrutamento	  e	  polarização	  dos	  TAMs	  [18].	  
Este	   modelo	   animal	   também	   permitiu	   verificar	   que	   o	   CSF-­‐1	   é	   importante	   na	   formação	   do	  
estroma	  e	  na	  angiogénese	  em	  tumores	  murinos	  de	  cancro	  do	  pulmão	   [58].	  Pelo	  contrário,	  em	  
linhas	   celulares	   de	   cancro	   do	   pulmão,	   a	   transdução	   com	   o	   gene	   humano	   de	   CSF-­‐1	   não	   se	  
associou	   com	   um	   aumento	   da	   proliferação	   in	   vitro	   e	   apresentando	   mesmo	   um	   efeito	   anti-­‐
tumoral,	  com	  diminuição	  do	  número	  de	  metástases	  ganglionares,	  hepáticas	  e	  renais	  [59].	  
Tem-­‐se	   também	   verificado	   uma	   sobre-­‐expressão	   de	   CSF-­‐1	   e	   CSF-­‐1	   R	   em	   células	   tumorais	   de	  	  
mama,	   útero	   e	   ovário,	   em	  que	  um	  elevado	  nível	   de	   expressão	   se	   correlaciona	   com	  um	  maior	  
grau	  histológico,	  maior	  invasão	  tumoral	  e	  pior	  prognóstico	  [60,	  61],	  assim	  como	  em	  tumores	  de	  
células	  mielóides	  e	  linfóides	  [56].	  Num	  estudo	  de	  imunohistoquímica	  em	  doentes	  com	  cancro	  da	  
mama,	  verificou-­‐se	  que	  a	  expressão	  de	  CSF-­‐1	  está	  diretamente	  corelacionada	  com	  maior	   risco	  
de	  metastização	  e	  pior	  prognóstico	  [62].	  
Também	  a	   expressão	   de	   CSF-­‐1	   R	   se	   encontra	   associada	   ao	   risco	   de	   recidiva	   local	   em	  doentes	  
com	  cancro	  da	  mama,	  embora	  sem	  relação	  com	  a	  metastização	  à	  distância	  [63].	  A	  co-­‐expressão	  
de	  CSF-­‐1	  e	  seu	  receptor	  foi	  também	  já	  observada	  noutras	  neoplasias,	  como	  cancro	  da	  próstata	  
[64],	   colo	   do	   útero	   [65],	   endométrio	   [61],	   ovário	   [66],	   linfoma	   de	   Hodgkin	   [67]	   e	   leucemia	  
mielóide	  aguda	  [68].	  
A	   co-­‐expressão	   de	   CSF-­‐1	   e	   seu	   receptor	   nestas	   células	   sugere	   que	   o	   CSF-­‐1	   possa	   promover	   a	  
invasão	  tumoral	  por	  ação	  direta	  em	  células	  tumorais	  que	  expressam	  CSF-­‐1	  R	  atuando	  como	  um	  
factor	  de	  crescimento	  autócrino	  para	  as	  células	  tumorais,	  embora	  também	  possa	  interagir	  com	  
outras	  células	  do	  sistema	  imunitário	  que	  expressam	  o	  CSF-­‐1	  R	  como	  TAMs,	  modulando	  assim	  a	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resposta	   imunitária	   [18],	   o	   que	   sugere	   uma	   ação	   autócrina	   e	   parácrina	   de	   CSF-­‐1	   na	   invasão	  
tumoral.	  
Evidência	   experimental	   fundamenta	   a	   ação	   autócrina	   de	   CSF-­‐1	   produzido	   por	   tumores	   na	  
promoção	   do	   crescimento	   e	   invasão	   das	   células	   tumorais	   no	   estroma:	   em	   linhas	   celulares	   de	  
carcinoma	  do	  pulmão	  (A549	  e	  Calu-­‐1),	  com	  expressão	  de	  baixos	  níveis	  de	  CSF-­‐1	  R,	  a	  exposição	  
CSF-­‐1	  associou-­‐se	  a	  um	  aumento	  da	  capacidade	  de	  invasão	  [69],	  sugerindo	  assim	  o	  papel	  do	  CSF-­‐
1	  no	  aumento	  do	  potencial	  metastático	  de	  células	  tumorais	  com	  expressão	  de	  CSF-­‐1	  R.	  
A	   medição	   dos	   níveis	   circulantes	   de	   CSF-­‐1	   também	   tem	   sido	   utilizada	   em	   doentes	   com	  
carcinoma	   da	  mama,	   endométrio	   e	   ovário,	   quer	   para	   detecção	   precoce,	   quer	   como	   factor	   de	  
prognóstico	  e	  na	  monitorização	  da	  resposta	  à	  terapêutica	  [50,	  60,	  70].	  Num	  estudo	  prospectivo	  
com	  cancro	  da	  mama,	  os	  níveis	  plasmáticos	  de	  CSF-­‐1	  foram	  mais	  elevados	  nos	  casos	  de	  doença	  
localmente	  avançada	  ou	  metastizada	  [48],	  o	  que	  se	  encontra	  de	  acordo	  com	  o	  papel	  do	  CSF-­‐1	  na	  
metastização,	  anteriormente	  referido	  em	  modelos	  animais.	  
É	   de	   salientar	   que	   as	   diferentes	   isoformas	   de	   CSF-­‐1	   podem	   apresentar	   funções	   opostas	   na	  
progressão	   tumoral,	   estando	   descrito	   que,	   em	   estudos	   in	   vitro	   com	   linhas	   celulares	   de	  
glioblastoma	  T9,	  a	  expressão	   isolada	  da	   isoforma	  membranar	   (mCSF-­‐1)	   induzia	  um	  efeito	  anti-­‐
tumoral	  mediado	   por	  macrófagos,	   o	   que	   não	   se	   verificava	   com	   as	   isoformas	   secretadas	   [71].	  
Estes	   resultados	   também	   foram	   confirmados	   in	   vivo,	   em	   que	   a	   implantação	   intracraniana	   de	  
células	  de	  glioblastoma	  T9	  transfectadas	  com	  mCSF-­‐1	  se	  associava	  com	  uma	  rejeição	  de	  80%	  do	  
tumor	   	   e	   consequente	   sobrevivência	   dos	   ratos,	   estando	   associada	   a	   uma	  marcada	   infiltração	  
tumoral	  por	  macrófagos,	  enquanto	  que	  	  células	  T9	  transfectadas	  com	  a	  isoforma	  secretada	  eram	  
sempre	   fatais	   [72].	   Estes	   estudos	   sugerem	   assim	   que	   a	   isoforma	   membranar	   pode	   induzir	   a	  
citotoxicidade	  dos	  macrófagos	  e	  a	   imunidade	  sistémica,	  enquanto	  que	  as	   isoformas	  secretadas	  
podem	   inibir	   a	   resposta	   imunitária,	   sendo	   de	   realçar	   que	   a	   maioria	   do	   CSF-­‐1	   expresso	   em	  
cancros	   da	   mama,	   endométrio	   e	   ovário	   corresponde	   às	   isoformas	   secretadas	   [60],	   as	   quais	  
podem	  saturar	  os	  receptores	  de	  CSF-­‐1,	  impedindo	  assim	  a	  interação	  da	  isoforma	  membranar,	  o	  
que	  constitui	  um	  mecanismo	  de	  evasão	  à	  resposta	  imunitária.	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1.5 Polimorfismos	  dos	  genes	  CSF-­‐1	  e	  CSF-­‐1	  R	  
O	  cancro	   constituiu	  uma	  doença	  multifactorial,	   cuja	   etiologia	   é	   influenciada	  pela	   interação	  de	  
factores	   genéticos	   e	   ambientais.	   Assim,	   a	   variabilidade	   genética	   pode	   explicar	   diferenças	   em	  
termos	   de	   susceptibilidade	   para	   o	   desenvolvimento	   e	   progressão	   das	   neoplasias,	   bem	   como	  
diferenças	  na	  resposta	  à	  terapêutica	  em	  termos	  de	  eficácia	  ou	  perfil	  de	  reações	  adversas,	  o	  que	  
constitui	   o	   âmbito	   da	   farmacogenómica	   [73].	   Com	  o	   desenvolvimento	   do	   Projeto	   do	  Genoma	  
Humano,	  verificou-­‐se	  que	  o	  número	  de	  genes	  existentes	  era	  de	  apenas	  30.000	  a	  35.000	  e	  que	  as	  
sequências	   codificantes	   de	   proteínas	   correspondiam	   a	   aproximadamente	   1,5%	   do	   genoma	  
humano	  [74].	  
Os	   polimorfismos	   genéticos	   são	   variantes	   nos	   genomas	   individuais	   e,	   por	   definição,	   os	   alelos	  
formados	  existem	  em	  indivíduos	  normais,	  tendo	  o	  alelo	  menos	  comum	  uma	  frequência	  de,	  pelo	  
menos,	  1%	  [75].	  O	  tipo	  mais	  comum	  de	  polimorfismo	  corresponde	  a	  substituições	  de	  um	  único	  
nucleótido	   (SNP),	   correspondendo	   a	   90%	   dos	   polimorfismos	   genéticos	   [75].	   Estas	   diferentes	  
sequências	   de	   DNA	   podem	   ser	   responsáveis	   por	   distintos	   papéis	   moleculares	   funcionais	   e	  
contribuir	   para	   a	   variabilidade	   inter-­‐individual,	   podendo-­‐se	   correlacionar	   com	   variações	  
fenotípicas	  relevantes	  em	  medicina.	  Vários	  estudos	  de	  associação	  têm	  evidenciado	  a	  correlação	  
entre	   os	   polimorfismos	   genéticos	   e	   a	   susceptibilidade	   para	   determinadas	   doenças	   e	   sua	  
evolução	  clínica,	  inclusive	  em	  várias	  neoplasias	  [76,	  77].	  
Os	   genes	   de	   citocinas	   são	   altamente	   polimórficos	   e,	   como	   os	   polimorfismos	   se	   encontram	  
frequentemente	   em	   regiões	   que	   regulam	   a	   transcrição	   ou	   eventos	   pós-­‐transcricionais,	   estes	  
polimorfismos	   podem	   ser	   funcionalmente	   importantes.	   Vários	   estudos	   já	   demonstraram	   a	  
associação	  de	  alguns	  destes	  polimorfismos	  com	  a	  susceptibilidade	  para	  cancro	  e	  sua	  gravidade	  
[5],	  sugerindo	  assim	  que	  algumas	  citocinas	  podem	  ser	  genes	  modificadores	  da	  carcinogénese.	  
O	  gene	  CSF-­‐1	  encontra-­‐se	  localizado	  no	  braço	  curto	  do	  cromossoma	  1	  (1p21-­‐p13)	  [78]	  e	  contém	  
18.898	  pb,	  com	  10	  exões	  e	  9	  intrões,	  codificando	  uma	  proteína	  com	  554	  aminoácidos	  [35,	  79].	  
No	  National	  Center	  for	  Biotechnology	  Information	  (NCBI),	  estão	  descrito	  385	  SNPs	  no	  gene	  CSF-­‐1	  
humano	  e	  a	  escolha	  dos	  SNPs	  a	  avaliar	  no	  presente	  trabalho	  teve	  em	  conta	  a	  sua	  frequência	  na	  
população,	  o	  seu	  provável	  impacto	  em	  termos	  de	  expressão	  génica	  e	  características	  da	  proteína	  
sintetizada,	  assim	  como	  disponibilidade	  de	   técnicas	  para	  a	   sua	  detecção	  e	  evidência	  prévia	  da	  
associação	  com	  outras	  patologias.	  
Neste	  contexto,	  foi	  selecionado	  o	  SNP	  rs1058885	  (-­‐347	  C/T),	  que	  é	  um	  polimorfismo	  missense	  no	  
exão	  6,	  com	  substituição	  de	  uma	  leucina	  por	  prolina	  na	  posição	  408	  [80],	  que	  está	  localizada	  no	  
C	  terminal	  da	  proteína	  precursora	  de	  CSF-­‐1	  e	  cuja	  consequência	  funcional	  ainda	  não	  se	  encontra	  
esclarecida,	   embora	   se	   saiba	   que	   estes	   aminoácidos	   apresentam	   propriedades	   físico-­‐químicas	  
semelhantes,	   em	   termos	   de	   tamanho	  médio	   e	   hidrofobicidade,	   e	   se	   tenha	   verificado	   que	   os	  
resíduos	  do	  N	  terminal	  sejam	  suficientes	  para	  a	  atividade	  biológica	  do	  CSF-­‐1	  humano	  em	  células	  
murinas	  da	  medula	  óssea	  [81].	  A	  frequência	  do	  alelo	  C	  é	  de	  0,426	  e,	  num	  estudo	  de	  coorte	  com	  
9960	  indivíduos	  (98%	  de	  caucasianos	  e	  62%	  do	  sexo	  feminino),	  verificou-­‐se	  uma	  frequência	  do	  
alelo	  T	  de	  0,67,	  sem	  qualquer	  diferença	  entre	  género	  e	  grupos	  etários	  [82].	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O	  gene	  CSF-­‐1	  R	  encontra-­‐se	  no	  cromossoma	  5q33-­‐q35,	  estando	  descrito	  o	  SNP	  A2033T	  no	  intrão	  
11,	  localizado	  77	  pb	  a	  jusante	  de	  um	  local	  de	  ligação	  para	  o	  factor	  de	  transcrição	  Runx	  I	  e	  2033	  
pb	  da	  extremidade	  3’	  do	  intrão	  11,	  e	  que	  foi	  identificado	  como	  factor	  de	  susceptibilidade	  para	  a	  
Doença	  de	  Crohn	  [83].	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1.6 Cancro	  do	  Pulmão	  
O	   cancro	   do	   pulmão	   compreende	   tumores	   com	   origem	   no	   epitélio	   respiratório	   (brônquios,	  
bronquíolos	   e	   alvéolos),	   assim	   como	   mesoteliomas,	   linfomas	   e	   sarcomas.	   Em	   termos	  
histopatológicos,	  e	  de	  acordo	  com	  a	  classificação	  da	  OMS,	  o	  adenocarcinoma	  é	  o	  mais	  frequente	  
(32%),	   seguido	   do	   carcinoma	   epidermóide	   ou	   de	   células	   escamosas	   (29%),	   carcinoma	   de	  
pequenas	   células	   (18%)	   e	   carcinoma	   de	   grandes	   células	   (9%)	   [84].	   Nos	   últimos	   25	   anos,	   o	  
adenocarcinoma	  substitui	  o	  carcinoma	  epidermóide	  como	  o	  tipo	  histológico	  mais	  frequente	  e	  a	  
incidência	  do	  carcinoma	  de	  pequenas	  células	  tem	  vindo	  a	  diminuir.	  
Histologicamente,	  o	  cancro	  do	  pulmão	  é	  dividido	  em	  dois	  grandes	  grupos,	  o	  dos	  carcinomas	  do	  
pulmão	  de	  pequenas	  células	  (CPPC)	  e	  o	  de	  não	  pequenas	  células	  (CPNPC).	  Dentro	  deste	  último,	  
incluem-­‐se	  os	  carcinomas	  epidermóides,	  os	  adenocarcinomas	  e	  os	  tumores	  de	  grandes	  células,	  
entre	  outros	  tipos	  histológicos.	  Além	  da	  sua	  maior	  incidência,	  o	  CPNPC	  apresenta	  pior	  resposta	  à	  
radioterapia	   (30-­‐50%)	   e	   quimioterapia	   de	   associação	   (20-­‐35%),	   embora	   a	   cirurgia	   ou	  
radioterapia	  sejam	  curativas	  para	  CPNPC	  com	  doença	  não	  metastizada	  [84],	  tendo-­‐se	  verificado	  
o	  aparecimento	  de	  vários	  fármacos	  nos	  últimos	  anos	  que	  têm	  melhorado	  o	  seu	  prognóstico.	  
O	  cancro	  do	  pulmão	  tem	  sido	  a	  neoplasia	  mais	  comum	  a	  nível	  mundial	  durante	  várias	  décadas	  e,	  
em	  2008,	  calculou-­‐se	  uma	  estimativa	  de	  1,61	  milhões	  de	  novos	  casos,	  representando	  12,7%	  de	  
todos	  os	  diagnósticos	  de	  neoplasias	   [85]	   (Figura	  5).	  Além	  disso,	  o	  cancro	  do	  pulmão	  é	  a	  causa	  
mais	   comum	   de	   morte	   oncológica,	   com	   1,38	   milhões	   de	   mortes	   (18,2%	   no	   	   total),	   estando	  
associado	  a	  uma	  elevada	  fatalidade	  (razão	  entre	  mortalidade	  e	  incidência	  de	  0,86)	  [85].	  
	  
Figura	  5	  –	  Taxas	  de	  incidência	  anuais	  do	  cancro	  de	  pulmão	  por	  100.000	  indivíduos,	  em	  ambos	  os	  sexos	  em	  
2008	  (adaptado	  de	  [85]).	  
	  
Com	  base	  nestes	  mesmos	  dados	  estatísticos	  referentes	  à	  situação	  mundial	  em	  2008,	  verificou-­‐se	  
que	   o	   cancro	   do	   pulmão	   foi	   a	   neoplasia	   mais	   diagnosticada	   no	   sexo	   masculino	  
(aproximadamente	  1,1	  milhões	  de	  casos,	  16,5%	  no	  total),	  correspondendo	  também	  à	  principal	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causa	  de	  morte	  oncológica	  nos	  homens	  (951	  mil	  mortes,	  22,5%	  do	  total),	  enquanto	  que,	  no	  sexo	  
feminino,	   verificou-­‐se	   que	   o	   cancro	   do	   pulmão	   corresponde	   à	   quarta	   neoplasia	   mais	  
frequentemente	  diagnosticada	  (513	  mil	  casos,	  8,5%	  de	  todos	  os	  cancros)	  e	  à	  segunda	  causa	  de	  
morte	  por	  cancro	  (427	  mil	  mortes,	  12,8%	  do	  total)	  [85,	  86].	  A	  maioria	  dos	  casos	  ocorre	  agora	  nos	  
países	  em	  desenvolvimento	   (55%)	   [85],	  o	  que	  corresponde	  a	  um	  grande	  aumento	  nos	  últimos	  
anos	  e	  tem-­‐se	  também	  verificado	  um	  aumento	  da	  incidência	  desta	  neoplasia	  no	  sexo	  feminino	  
nos	  últimos	  anos	  em	  vários	  países	  [86],	  o	  que	  se	  associa	  à	  evolução	  dos	  hábitos	  tabágicos.	  
O	   tabagismo	  constitui	  a	  principal	  causa	  de	  cancro	  do	  pulmão,	  o	  que	   foi	  estabelecido	  desde	  os	  
finais	  da	  década	  de	  1950	  [87],	  sendo	  atualmente	  responsável	  por	  80%	  dos	  cancros	  do	  pulmão	  no	  
sexo	  masculino	  e,	  pelo	  menos,	  50%	  dos	  casos	  no	  sexo	  feminino	  a	  nível	  mundial	  [86].	  Existe	  uma	  
clara	   relação	   dose-­‐resposta	   entre	   o	   risco	   de	   cancro	   do	   pulmão	   e	   o	   número	   de	   cigarros	  
consumidos	  por	  dia	  e	  a	  duração	  do	  tabagismo	  ao	  longo	  da	  vida	  [88],	  tendo-­‐se	  verificado	  uma	  OR	  
de	  23,9	  para	  fumadores	  atuais	  e	  7,5	  para	  ex-­‐fumadores	  no	  sexo	  masculino,	  com	  valores	  de	  8,7	  
para	   fumadores	  atuais	  e	  2,0	  para	  ex-­‐fumadores	  no	  sexo	  feminino	  numa	  revisão	  de	  10	  estudos	  
caso-­‐controlo	   a	   nível	   europeu,	   o	   que	   corresponde	   a	   riscos	   atribuíveis	   superiores	   a	   80%	   nos	  
homens	  e	   cerca	  de	  60%	  nas	  mulheres	   [89].	  Apesar	  o	   tabagismo	  aumentar	  o	   risco	  de	   todos	  os	  
tipos	   histológicos	   de	   cancro	   do	   pulmão,	   tem-­‐se	   verificado	   um	   maior	   risco	   relativo	   para	  
carcinomas	  de	  células	  escamosas	  e	  de	  pequenas	  células	  em	  comparação	  com	  adenocarcinomas	  
[89].	  
A	   exposição	   passiva	   ao	   fumo	   de	   tabaco	   a	   nível	   ambiental	   é	   também	   um	   factor	   de	   risco	  
conhecido	   para	   cancro	   do	   pulmão,	   estando	   descrito	   um	   aumento	   do	   risco	   em	   15-­‐20%	   [90].	  	  
Além	   do	   tabaco,	   outros	   factores	   de	   risco	   têm	   sido	   identificados,	   tais	   como	   a	   exposição	  
ocupacional	   e	   ambiental	   a	   carcinogéneos,	   como	   asbestos,	   alcatrão,	   arsénico,	   rádon,	   crómio,	  
níquel,	  e	  hidrocarbonetos	  aromáticos	  policíclicos	  [91].	  
O	  cancro	  do	  pulmão	  apresenta	  geralmente	  um	  mau	  prognóstico,	  pois	  a	  maior	  parte	  dos	  casos	  é	  
diagnosticada	   como	   doença	   avançada	   e	   a	   taxa	   de	   sobrevida	   global	   aos	   5	   anos	   continua	   a	   ser	  
reduzida	   (15%)	   [84],	   embora	   se	   tenha	   assistido	   ao	   seu	   aumento	   nos	   últimos	   anos	   devido	   aos	  
avanços	   terapêuticos.	   Deste	   modo,	   justifica-­‐se	   a	   realização	   de	   investigação	   no	   sentido	   de	  
identificar	   novos	   marcadores	   moleculares	   com	   influência	   na	   susceptibilidade	   para	   o	  
aparecimento	   do	   cancro	   do	   pulmão,	   assim	   como	   em	   termos	   de	   prognóstico	   e	   resposta	   à	  
terapêutica,	   o	   que	   constitui	   o	   objectivo	   deste	   projeto	   de	   investigação,	   o	   qual	   apenas	   foi	  
desenvolvido	  em	  doentes	  com	  CPNPC	  dada	  a	  sua	  maior	  incidência.	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1.7 Inflamação	  no	  Cancro	  do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  Células	  
A	  relação	  entre	   inflamação	  crónica	  e	  carcinogénese	  encontra-­‐se	   já	  bem	  estabelecida,	   inclusive	  
para	  o	  cancro	  do	  pulmão.	  De	  facto,	  o	  tabaco,	  além	  do	  efeito	  carcinogénico	  direto,	  está	  associado	  
à	   infiltração	   pulmonar	   por	   várias	   células	   do	   sistema	   imunitário,	   como	   macrofágos,	   células	  
dendríticas,	   linfócitos	  e	  granulócitos,	  com	  consequente	  ativação	   local	  e	  produzindo	  assim	  uma	  
resposta	   imunitária	   que	   pode	   favorecer	   a	   proliferação	   de	   células	   em	   transformação	  maligna.	  
Também	   a	   DPOC,	   caracterizada	   por	   uma	   resposta	   inflamatória	   anormal	   responsável	   pela	  
remodelação	  das	  vias	  aéreas	  e	  destruição	  proteolítica	  dos	  alvéolos,	  se	  encontra	  associada	  a	  um	  
maior	   risco	   de	   desenvolvimento	   de	   cancro	   do	   pulmão,	   mesmo	   considerando	   variáveis	   de	  
confundimento	   como	   o	   tabagismo:	   um	   FEV1	   <70%	   que	   o	   previsto	   associa-­‐se	   com	   um	   risco	  
relativo	   de	   cancro	   do	   pulmão	   de	   2,23	   (IC95%	   1,73-­‐2,86)	   no	   sexo	  masculino	   e	   de	   3,97	   (IC95%	  
1,93-­‐8,25)	   no	   sexo	   feminino	   [92].	   Outras	   patologias	   respiratórias,	   em	   que	   a	   inflamação	   é	  
patogénica,	   têm	   sido	   associadas	   ao	   desenvolvimento	   do	   cancro	   do	   pulmão,	   como	   a	   fibrose	  
pulmonar	  idiopática	  que	  se	  associou	  a	  um	  risco	  sete	  vezes	  superior	  (RR	  7,31,	  IC95%	  4,47-­‐11,93),	  
independentemente	  da	  história	  de	  tabagismo	  [93].	  
Existem	  dados	  contraditórios	  sobre	  o	  efeito	  da	  resposta	   inflamatória	  no	  cancro	  do	  pulmão	  e	  a	  
sua	   relação	   com	   a	   sobrevida.	   Alguns	   estudos	   sugerem	   que	   um	   aumento	   da	   resposta	  
linforeticular	   conferia	   uma	   vantagem	   em	   termos	   de	   sobrevida,	   mas	   outros	   estudos	   têm	  
verificado	  que	  a	  infiltração	  tumoral	  com	  células	  imunitárias	  está	  associada	  a	  pior	  prognóstico,	  o	  
que	  depende	   especialmente	  do	   tipo	   especifico	   de	   resposta	   imunitária	   e	   da	   localização	  dentro	  
das	  diferentes	  partes	  do	  tumor	   [94].	  No	  que	  concerne	  aos	  TAMs,	   também	  têm	  sido	  realizados	  
estudos	  sobre	  a	  relação	  entre	  a	  infiltração	  tumoral	  e	  o	  prognóstico	  do	  CPNPC,	  mas	  também	  com	  
resultados	  contraditórios.	  Em	  doentes	  com	  CPNPC	  sujeitos	  a	  ressecção	  cirúrgica	  (estadiamento	  
TNM	   I	   a	   IV),	   a	  densidade	  de	  macrófagos	  CD68+	  nas	   ilhotas	   tumorais	   foi	   identificado	   como	  um	  
factor	   preditivo	   da	   sobrevida	   independente,	   com	  base	   numa	   técnica	   de	   imunohistoquímica:	   a	  
sobrevida	  aos	  5	  anos	  foi	  de	  52,9%	  nos	  doentes	  com	  uma	  densidade	  de	  macrófagos	  nas	   ilhotas	  
tumorais	   superior	   à	   mediana	   versus	   7,7%	   quando	   a	   densidade	   de	   macrófagos	   era	   inferior	   à	  
mediana	  [95].	  
Os	  mesmos	   resultados	   foram	   verificados	   noutro	   estudo	   com	  CPNPC,	   em	  que	   os	   doentes	   com	  
maior	  densidade	  de	  macrófagos	  nas	   ilhotas	   tumorais	  apresentavam	  uma	  sobrevida	  aos	  5	  anos	  
de	   63,9%	   versus	   38,9%	   nos	   doentes	   com	   menores	   densidades	   de	   macrófagos	   e	   assim	   a	  
contagem	   de	   macrófagos	   nas	   ilhotas	   tumorais	   foi	   identificado	   como	   um	   factor	   prognóstico	  
independente	  da	  sobrevida	  [96].	  Contudo,	  outro	  estudo	  identificou	  a	  densidade	  de	  macrófagos	  
CD68+	   no	   estroma	   tumoral	   como	   factor	   de	   prognóstico	   em	   doentes	   com	   CPNPC,	   que	   estava	  
associada	  a	  uma	  menor	  sobrevida	  e	  existindo	  maior	  quantidade	  de	  macrófagos	  no	  estroma	  do	  
que	  nas	  ilhotas	  tumorais	  (7,2	  versus	  4,2	  por	  campo	  de	  maior	  ampliação,	  p=0,040)	  [97].	  
Outro	  estudo	  envolvendo	  adenocarcinomas	  do	  pulmão	  demonstrou	  que	  a	  maior	  infiltração	  por	  
TAMs	  CD68+	  estava	  associada	  a	  maior	  densidade	  de	  microvasos	  e	  pior	  prognóstico,	  verificando-­‐
se	  uma	  maior	  densidade	  de	  macrófagos	  no	  estroma	  [98].	  Resultados	  semelhantes	  foram	  obtidos	  
noutro	   estudo	   com	   CPNPC,	   em	   que	   a	   densidade	   de	   macrófagos	   CD68+	   apresentou	   uma	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correlação	  positiva	  com	  a	  contagem	  de	  microvasos	  e	  uma	  correlação	  negativa	  com	  a	  sobrevida	  
livre	  de	  doença	   [23].	   Também	  se	   comprovou	  a	   correlação	  de	  TAMs	   com	   linfangiogénese	  peri-­‐
tumoral	  em	  doentes	  com	  adenocarcinoma	  do	  pulmão,	  em	  que	  se	  verificou	  que	  o	  tempo	  médio	  
de	  sobrevida	  foi	  de	  25	  e	  11	  meses	  no	  grupo	  de	  doentes	  com	  baixa	  contagem	  de	  TAMs	  e	  elevada	  
contagem	  de	  TAMs,	  respectivamente	  [99].	  
Ohri	   et	   al	   demonstrou	   que	   estes	   macrófagos	   nas	   ilhotas	   tumorais	   apresentam	  
preferencialmente	   um	   fenótipo	   M1	   citotóxico	   anti-­‐tumoral	   usando	   uma	   técnica	  
imunohistoquímica:	   no	   grupo	   de	   doentes	   com	   maior	   sobrevida,	   a	   densidade	   de	   macrófagos	  
positivos	  para	  marcadores	  do	  fenótipo	  M1	  (HLA-­‐DR,	  iNOS,	  MRP	  8/14	  e	  TNF-­‐α)	  nas	  ilhotas	  foi	  de	  
70%	  versus	  38%	  para	  os	  marcadores	  do	  fenótipo	  M2	  (CD163	  e	  VEGF),	  sendo	  a	  sobrevida	  aos	  5	  
anos	  superior	  a	  75%	  quando	  a	  expressão	  de	  M1	  nas	  ilhotas	  era	  superior	  à	  mediana	  versus	  <5%	  
quando	  a	  expressão	  era	  inferior	  à	  mediana	  [100].	  
Resultados	   semelhantes	   foram	  observados	  noutro	   estudo,	   em	  que	   a	   contagem	  dos	  diferentes	  
fenótipos	   também	   foi	   feita	   por	   imunohistoquímica	   (CD68/HLA-­‐DR	   como	   marcadores	   de	  
macrófagos	  M1	  e	  CD68/CD163	  como	  marcadores	  de	  macrófagos	  M2),	  em	  que	  se	   identificou	  a	  
densidade	  de	  macrófagos	  M1	  nas	   ilhotas	   tumorais	  como	  um	  factor	  preditivo	   independente	  do	  
tempo	   de	   sobrevida	   dos	   doentes.	   Aproximadamente	   70%	   dos	   TAMs	   eram	   macrófagos	   M2,	  
enquanto	   que	   os	   restantes	   30%	  eram	  M1	  e,	   quando	   comparando	   as	   suas	   densidades	   entre	   o	  
grupo	  de	  doentes	  com	  sobrevida	  longa	  (5	  anos	  em	  média)	  e	  sobrevida	  curta	  (1	  ano	  em	  média),	  
não	  se	  verificaram	  diferenças	  relativamente	  aos	  macrófagos	  M2,	  enquanto	  que	  a	  densidade	  de	  
macrófagos	  M1	  nas	  ilhotas	  tumorais	  (≈70/mm2)	  e	  no	  estroma	  (≈34/mm2)	  do	  grupo	  de	  sobrevida	  
longa	  era	  significativamente	  maior	  que	  no	  grupo	  de	  sobrevida	  curta	  (densidade	  de	  macrófagos	  
M1	  nas	  ilhotas	  tumorais	  ≈7/mm2	  e	  no	  estroma	  13/mm2)	  [101].	  
Relativamente	  ao	  papel	  de	  CSF-­‐1	  e	  seu	  receptor	  no	  cancro	  do	  pulmão,	  um	  estudo	  identificou	  a	  
expressão	   de	  CSF1	   com	   factor	   de	  mau	   prognóstico	   em	   doentes	   com	   carcinoma	   epidermóide,	  
estadios	  I-­‐IIIA	  (HZ=3,5	  IC95%	  1,5-­‐8,5,	  p=0,005)	  [102].	  Os	  TAMs	  isolados	  de	  amostras	  histológicas	  
de	  CPNPC	  apresentaram	  uma	  elevada	  produção	  de	  IL-­‐10	  e	  não	  de	  IL-­‐12,	  o	  que	  é	  coincidente	  com	  
um	   fenótipo	   M2,	   assim	   como	   um	   aumento	   da	   expressão	   de	   várias	   citocinas	   e	   enzimas	  
relacionadas	   com	   a	   invasão	   e	  metastização,	   em	   que	   a	   expressão	   de	  MMP9	   se	   correlacionava	  
com	   a	   progressão	   da	   doença	   [103].	   Também	   a	   expressão	   de	   IL-­‐10	   por	   macrófagos	   foi	  
identificada	   como	   factor	   preditivo	   independente	   de	   estadio	   de	   doença	   avançada	   em	   doentes	  
sujeitos	  a	  ressecção	  cirúrgica	  por	  CPNPC,	  estando	  assim	  associada	  a	  pior	  sobrevida	  global	  [104].	  
	  
	  
	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
2. OBJECTIVOS	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  
	  
	  
Polimorfismos	  dos	  genes	  CSF-­‐1	  e	  CSF-­‐1	  R	  no	  Cancro	  do	  Pulmão	  
Objectivos	  
Outubro	  de	  2012	   23	  
	  
2.1 Objectivo	  Principal	  
Compreender	   a	   influência	   de	   polimorfismos	   genéticos	   do	   CSF-­‐1	   e	   seu	   receptor	   na	  
susceptibilidade	   para	   desenvolvimento	   de	   cancro	   de	   pulmão,	   permitindo	   a	   identificação	   de	  
novos	  biomarcadores	  moleculares.	  
2.2 Objectivos	  Secundários	  
1. Avaliar	   a	   frequência	   dos	   polimorfismos	   genéticos	   CSF-­‐1	   R	   A2033T	   e	   CSF-­‐1	   -­‐347C/T	   em	  
doentes	  com	  CPNPC	  e	  em	  indivíduos	  sem	  doença	  oncológica	  conhecida;	  
2. Avaliar	  a	  associação	  entre	  os	  polimorfismos	  genéticos	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  e	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  e	  a	  
susceptibilidade	  para	  o	  desenvolvimento	  de	  cancro	  do	  pulmão;	  
3. Avaliar	   a	   influência	   dos	   polimorfismos	   genéticos	  CSF-­‐1	  R	   A2033T	   e	  CSF-­‐1	   -­‐347C/T	  numa	  
perspectiva	   farmacogenómica	  e	  na	   sobrevida	  global	  de	  doentes	  com	  cancro	  do	  pulmão,	  
identificando	  possíveis	  factores	  de	  prognóstico;	  
4. Avaliar	   a	   associação	   dos	   polimorfismos	   referidos	   com	   características	   clínico-­‐patológicas	  
dos	  doentes	  com	  cancro	  do	  pulmão.	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Para	  concretização	  dos	  objectivos	  mencionados,	  foi	  desenvolvido	  um	  estudo	  de	  base	  hospitalar	  
do	   tipo	   caso-­‐controlo.	   O	   estudo	   foi	   realizado	   no	   Instituto	   Português	   de	   Oncologia	   do	   Porto,	  
tendo	  sido	  aprovado	  pela	  Comissão	  de	  Ética	  desta	  instituição	  de	  saúde.	  Os	  casos	  correspondem	  
a	   doentes	   com	   CPNPC	   seguidos	   no	   IPO-­‐Porto	   e	   os	   controlos	   correspondem	   a	   indivíduos	   sem	  
doença	  oncológica	  conhecida	  que	  são	  dadores	  de	  sangue	  no	  IPO-­‐Porto.	  
3.1 Recrutamento	  e	  Caracterização	  da	  Amostra	  
No	  presente	  estudo,	  foram	  adoptados	  os	  seguintes	  critérios	  de	  inclusão:	  idade	  superior	  ou	  igual	  
a	   18	   anos;	   consentimento	   informado	   datado	   e	   assinado;	   diagnóstico	   anatomo-­‐patológico	   de	  
CPNPC	  para	  o	   grupo	  de	   casos.	  Os	   controlos	   são	   indivíduos	   sem	  doença	  oncológica	   conhecida,	  
tendo	   sido	   feitos	   todos	   os	   esforços	   para	   que	   os	   dois	   grupos	   não	   apresentassem	   diferenças	  
estatisticamente	  significativas	  relativamente	  a	  variáveis	  demográficas	  e	  antecedentes	  pessoais,	  
que	  pudessem	  constituir	  variáveis	  de	  confundimento.	  
Após	   obtenção	   do	   consentimento	   informado	   dos	   doentes,	   de	   acordo	   com	   a	   Declaração	   de	  
Helsínquia,	  foram	  obtidas	  amostras	  de	  sangue	  venoso	  periférico	  para	  genotipagem	  e	  os	  casos	  e	  
controlos	   foram	  caracterizados	  em	  termos	  de	  variáveis	  demográficas,	  antecedentes	  pessoais	  e	  
parâmetros	  clínico-­‐patológicos.	  No	  momento	  de	   inclusão	  dos	   indivíduos	  no	  estudo,	  os	  casos	  e	  
controlos	  foram	  caracterizados	  em	  termos	  de	  sexo,	  idade,	  hábitos	  tabágicos,	  tipo	  histológico	  de	  
cancro	  do	  pulmão	  e	  estadiamento	  TNM.	  A	  data	  do	  primeiro	  diagnóstico	  anatomo-­‐patológico	  de	  
cancro	  do	  pulmão	  foi	  estabelecida	  como	  data	  de	  diagnóstico.	  
Todos	  os	  casos	  foram	  seguidos	  no	  IPO	  do	  Porto	  em	  intervalos	  regulares	  (cada	  2	  a	  6	  meses),	  com	  
avaliação	   da	   evolução	   da	   doença	   segundo	   critérios	   clínicos	   e	   imagiológicos.	   Relativamente	   ao	  
grupo	   de	   casos,	   a	   amostra	   foi	   caracterizada	   em	   função	   do	   tratamento	   efectuado	   (cirurgia,	  
quimioterapia,	  radioterapia	  ou	  tratamento	  sintomático),	  sendo	  avaliada	  a	  sua	  sobrevida	  global,	  
a	   sobrevida	   livre	   de	   doença	   se	   aplicável,	   o	   tempo	   até	   progressão	   da	   doença	   e	   a	   resposta	   à	  
terapêutica.	   A	   resposta	   clínica	   e	   a	   progressão	   da	   doença	   foram	   avaliadas	   de	   acordo	   com	   os	  
critérios	  RECIST	  (resposta	  completa,	  resposta	  parcial,	  doença	  estável	  ou	  doença	  em	  progressão).	  
A	   data	   de	   recidiva	   foi	   definida	   em	   função	   da	   evidência	   clínica	   e/ou	   imagiológica	   e,	   em	   casos	  
duvidosos,	  após	  confirmação	  histológica.	  	  
3.2 Extração	  do	  DNA	  Genómico	  
Foram	   recolhidos	   cerca	   de	   8	  mL	   de	   sangue	   venoso	   periférico	   dos	   indivíduos	   envolvidos	   neste	  
estudo,	  através	  de	  uma	   técnica	  padronizada	  de	  colheita	   intravenosa,	  para	   tubos	  com	  EDTA.	  O	  
isolamento	   do	   DNA	   genómico	   das	   células	   nucleadas	   do	   sangue	   periférico	   dos	   indivíduos	   de	  
ambos	   os	   grupos	   foi	   efectuado	   com	  o	   kit	   de	   extração	  QIAamp®	  DNA	  Blood	  Mini	   Kit	   (Qiagen®	  
51106),	  executando	  o	  protocolo	  laboratorial	  fornecido	  pelo	  fabricante.	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3.3 Genotipagem	  do	  Polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  
A	   caracterização	   genotípica	   dos	   indivíduos	   recrutados	   relativamente	   ao	   polimorfismo	  CSF-­‐1	   R	  
A2033T	   foi	   realizada	   através	   da	   técnica	   de	   PCR-­‐RFLP	   (Polymerase	   Chain	   Reaction	   -­‐	   Restriction	  
Fragment	  Length	  Polymorphism),	  com	  base	  no	  protocolo	  descrito	  por	  Zapata-­‐Velandia	  et	  al	  [83]	  
e	   Leung	  et	  al	   [105],	   em	  que	   se	  procedeu	  à	  optimização	  da	   técnica	   com	  redução	  do	   tempo	  de	  
digestão	  pela	  enzima	  de	  restrição,	  de	  overnight	  para	  3	  horas.	  
Na	  reação	  de	  PCR,	  foi	  utilizado	  cerca	  de	  20	  ng	  de	  DNA	  de	  cada	  amostra,	  o	  que	  corresponde	  a	  um	  
volume	  de	  2	  μL.	  O	  volume	  de	  reação	  foi	  de	  50	  μL	  e	  a	  mistura	  de	  reação	  incluiu	  10	  μL	  de	  Tampão	  
de	  Reação	  de	  PCR,	  1U	  de	  Taq	  DNA	  Polimerase,	  	  2	  mM	  de	  MgCl2	  (GoTaq®	  Flexi	  DNA	  Polymerase	  #	  
M8305),	  0,2	  mM	  de	  dNTPs	  (Fermentas,	  #R0192)	  e	  0,2	  μM	  de	  cada	  um	  dos	  primers	  (forward	  5’-­‐
TTC	  TCT	  GAG	  CAG	  CTC	  CAA	  TG-­‐3’	  e	  reverse	  5’-­‐	  CCA	  CAG	  ACA	  GGC	  CAC	  TTC	  TT-­‐3’).	  
As	  condições	  de	  amplificação	  utilizadas	  basearam-­‐se	  numa	  desnaturação	  inicial	  a	  94oC	  durante	  3	  
minutos,	   seguida	   de	   3	   ciclos	   de	   30	   segundos	   a	   94oC	   (desnaturação),	   30	   segundos	   a	   65oC	  
(emparelhamento)	   e	   30	   segundos	   a	   72oC	   (extensão),	   e	   subsequentemente	   32	   ciclos	   de	   30	  
segundos	  a	  94oC	  (desnaturação),	  30	  segundos	  a	  63oC	  (emparelhamento)	  e	  30	  segundos	  a	  72oC	  
(extensão),	  aos	  quais	  se	  seguiu	  uma	  etapa	  de	  extensão	  final	  de	  5	  minutos	  a	  72oC.	  A	  reação	  foi	  
efectuada	  num	  termociclador	  programável	  BioRad®.	  
Para	  confirmar	  a	  correta	  amplificação	  dos	  produtos	  de	  DNA	  obtidos	  por	  PCR	  e	  o	  seu	  respectivo	  
peso	  molecular	   (510	  pb),	  analisaram-­‐se	  12	  μL	  do	  produto	  de	  PCR	  por	  electroforese	  em	  gel	  de	  
agarose	  a	  1,5%	  (p/v),	  corado	  com	  brometo	  de	  etídeo	  (10	  μg/mL).	  Os	  géis	  foram	  preparados	  em	  
tampão	  TBE,	  o	  qual	  também	  foi	  utilizado	  como	  fase	  móvel	  na	  electroforese.	  As	  amostras	  foram	  
aplicadas	  no	  gel	  e	  foi	  utilizado	  um	  marcador	  de	  peso	  molecular	  de	  100	  pb	  (Fermentas	  #SM0243).	  
A	   visualização	   dos	   géis	   foi	   efectuada	   com	   um	   transiluminador	   Gel	   DocXR,	   usando	   o	   software	  
Quantity	  One®,	  Biorad	  (Figura	  6).	  
	  
Figura	  6	  -­‐	  Gel	  de	  agarose	  a	  1,5%	  (p/v)	  com	  o	  produto	  de	  PCR	  da	  região	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  (banda	  de	  510	  pb)	  
e	  marcador	  de	  peso	  molecular	  de	  100	  pb.	  
	  
Para	   a	   determinação	   dos	   genótipos	   do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   R	   A2033T,	   procedeu-­‐se	   à	   reação	  
enzimática	  de	  10	  μL	  de	  produto	  de	  PCR	  de	  cada	  amostra	  com	  6U	  da	  enzima	  de	  restrição	  PvuII	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(Fermentas,	  #ER0631),	  num	  volume	  final	  de	  reação	  de	  30,1	  μL.	  As	  amostras	  foram	  incubadas	  a	  
37oC,	  durante	  3	  horas.	  Os	  produtos	  resultantes	  da	  digestão	  do	  fragmento	  amplificado	  do	  gene	  
CSF-­‐1	   R,	   contendo	   a	   sequência	   de	   interesse,	   foram	   observados	   por	   electroforese	   em	   gel	   de	  
agarose	  a	  3%	  (p/v),	  corado	  com	  brometo	  de	  etídio	  (10	  μg/mL)	  e	  preparado	  em	  tampão	  TBE,	  o	  
qual	  também	  foi	  utilizado	  como	  fase	  móvel	  na	  electroforese.	  
A	  técnica	  de	  PCR-­‐RFLP	  anteriormente	  descrita	  permite	  a	  identificação	  dos	  diferentes	  genótipos	  
do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   R	   A2033T	   porque	   a	   digestão	   enzimática	   resulta	   em	   três	   padrões	   de	  
bandas	  distintos:	  no	  genótipo	  AA,	  ocorre	  digestão	  pela	  enzima	  de	  restrição	  e	  observam-­‐se	  dois	  
fragmentos	   de	   restrição	   com	   246	   pb	   e	   264	   pb;	   no	   genótipo	   TT,	   não	   se	   verifica	   digestão	   do	  
produto	   de	   PCR	   e	   assim	   há	   apenas	   a	   obtenção	   de	   um	   fragmento	   amplificado	   com	   510	   pb;	   a	  
presença	  de	   três	  bandas,	   com	  246,	  264	  e	  510	  pb	  corresponde	  ao	  genótipo	  AT	   (Figura	  7).	  Para	  
garantia	  de	  qualidade,	  os	   resultados	  de	  discriminação	  genotípica	   foram	  repetidos	  em	  10%	  dos	  
casos	  e	  foram	  analisados	  e	  confirmados	  por	  dois	  investigadores	  independentes.	  
	  
Figura	  7	  -­‐	  Gel	  de	  agarose	  a	  3%	  (p/v)	  com	  o	  produto	  de	  PCR-­‐RFLP	  da	  região	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  e	  marcador	  de	  
peso	  molecular	   de	   100	   pb,	   com	  observação	   dos	   três	   genótipos	   possíveis	   do	   polimorfismo:	   genótipo	   TT	  
com	  banda	  de	  510	  pb;	  genótipo	  AA	  com	  bandas	  de	  246	  e	  264	  pb;	  genótipo	  AT	  com	  bandas	  de	  246,	  264	  e	  
510	  pb.	  	  
	  
3.4 Genotipagem	  do	  Polimorfismo	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  
A	   caracterização	   do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   -­‐347C/T	   foi	   realizada	   por	   discriminação	   alélica,	  
utilizando	   a	   técnica	   PCR	   em	   tempo	   real,	   com	   recurso	   a	   sondas	   específicas,	   TaqMan®	   SNP	  
Genotyping	   Assay	   C_	   _	   _1806488_10	   (Applied	   Biosystems),	   executando	   o	   procedimento	  
laboratorial	  fornecido	  pelo	  fabricante.	  As	  sondas	  marcadas	  com	  fluorocromos	  eram	  específicas	  
para	   cada	   alelo:	   VIC	   –	   alelo	   C,	   FAM	   –	   alelo	   T	   (CCAGGCTCTCCCAGGATCTCATCAC	   [C/T]	  
GCGCCCCCAGGGCCTCAGCAACCCC).	  
!!"!#"!#"##" !!"
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A	  reação	  de	  amplificação,	  que	  perfez	  um	  volume	  de	  reação	  final	  de	  6	  μL/amostra,	  continha	  2,5	  
μL	   de	   2x	   Taqman	   Universal	   Master	   Mix,	   0,125	   μL	   de	   40x	   Single	   Nucleotide	   Polymorphism	  
Genotyping	  Assay,	  2,375	  μL	  de	  água	  bidestilada	  estéril	  (Braun®)	  e	  1	  μL	  de	  DNA	  (cerca	  de	  10	  ng).	  
As	  condições	  de	  amplificação	  basearam-­‐se	  na	  ativação	  da	  Taq	  DNA	  Polimerase	  a	  95oC	  durante	  
10	  minutos,	  seguindo-­‐se	  45	  ciclos	  de	  92oC	  por	  15	  segundos	  para	  desnaturação	  e	  de	  60oC	  durante	  
1	  minuto	  para	  emparelhamento	  dos	  primers	  e	  extensão.	  
A	  amplificação	  foi	  detectada	  e	  analisada	  com	  recurso	  ao	  aparelho	  Real-­‐Time	  7300	  ABI,	  utilizando	  
o	   software	   7300	   System	   Sequence	   Detection	   (versão	   1.2.3.	   Applied	   Biosystems),	   tal	   como	  
apresentado	  na	  Figura	  8.	  Para	  garantia	  de	  qualidade,	  os	  resultados	  de	  discriminação	  genotípica	  
foram	   repetidos	   em	  10%	  dos	   casos	   e	   foram	  analisados	   e	   confirmados	   por	   dois	   investigadores	  
independentes.	  
	  
Figura	  8	  –	  Resultados	  do	  PCR	  em	  tempo	  real	  para	  o	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T.	  
	  
3.5 Análise	  Estatística	  
A	  análise	  estatística	  dos	   resultados	  obtidos	   foi	   realizada	  com	  o	  auxílio	  do	  programa	  estatístico	  
Statistical	  Package	  for	  Social	  Sciences	  -­‐	  SPSS	  (versão	  17.0,	  SPSS	  Inc.).	  
A	   análise	   estatística	   de	   variáveis	   categóricas	   foi	   efectuada	   considerando	   as	   distribuições	  
genotípicas	  estratificadas	  de	  acordo	  com	  os	  grupos	  (CPNPC	  e	  Controlos),	  com	  as	  características	  
clínico-­‐patológicas	   dos	   doentes	   (estadiamento	   TNM,	   tipo	   histológico	   e	   hábitos	   tabágicos).	   A	  
análise	   pelo	   teste	   Qui-­‐Quadrado	   (χ2)	   foi	    utilizada	   para	   comparação	   das	   diferentes	   variáveis	  
categóricas	  com	  determinação	  do	  valor	  de	  p,	  que	  foi	  considerado	  estatisticamente	  significativo	  
quando	  inferior	  a	  0,05.	  	  
O	  risco	  para	  ser	  diagnosticado	  com	  CPNPC	  associado	  aos	  genótipos	  foi	  calculado	  através	  do	  odds	  
ratio	   (OR)	  e	   respectivo	   intervalo	  de	   confiança	  95%	   (IC95%).	  O	  odds	   ratio	   é	  uma	  estimativa	  do	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risco	   relativo	   para	   determinado	   acontecimento	   num	   estudo	   caso-­‐controlo	   e	   permite	   avaliar	   a	  
associação	  entre	  os	  genótipos	  de	  CSF-­‐1	  e	  CSF-­‐1	  R	  e	  o	  risco	  para	  cancro	  do	  pulmão.	  
O	  equilíbrio	  de	  Hardy-­‐Weinberg	  foi	  testado	  através	  de	  um	  teste	  goodness	  of	  fit	  de	  Pearson,	  de	  
forma	  a	  comparar	  as	  frequências	  alélicas	  observadas	  com	  as	  esperadas.	  
Obtiveram-­‐se	  as	   curvas	  de	  probabilidade	  de	   sobrevida	   (sobrevida	  global)	  usando	  o	  modelo	  de	  
Kaplan-­‐Meier	  e	  a	  comparação	  entre	  as	  curvas	  de	  sobrevida	  foi	  analisada	  estatisticamente	  com	  
os	   testes	   Log-­‐Rank	   e	   de	   Breslow.	   A	   duração	   da	   sobrevida	   global	   foi	   calculada	   com	   base	   nos	  
registos	  clínicos	  de	  cada	  doente,	  sendo	  definida	  como	  o	  intervalo	  de	  tempo	  entre	  o	  diagnóstico	  
e	  a	  morte	  ou	  a	  última	  avaliação	  clínica	  do	  doente.	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4.1 Caracterização	  da	  Amostra	  
Neste	  trabalho	  experimental,	   foram	  recrutados	  431	  doentes	  do	   IPO-­‐Porto,	  de	  raça	  caucasiana,	  
com	   diagnóstico	   histopatológico	   de	   cancro	   de	   pulmão	   (grupo	   de	   casos)	   e	   514	   indivíduos	   sem	  
doença	  oncológica	  conhecida,	  de	  raça	  caucasiana	  e	  que	  correspondiam	  a	  dadores	  de	  sangue	  do	  
IPO-­‐Porto	   (grupo	   controlo),	   perfazendo	   um	   total	   de	   945	   indivíduos.	   As	   características	  
demográficas	   e	   clínico-­‐patológicas	   dos	   indivíduos	   recrutados	   neste	   estudo	   encontram-­‐se	  
descritas	  na	  Tabela	  1.	  As	  amostras	  utilizadas	  para	  a	  genotipagem	  foram	  recolhidas	  após	  prévio	  
consentimento	   de	   todos	   os	   indivíduos	   (casos	   e	   controlos),	   de	   acordo	   com	   a	   Declaração	   de	  
Helsínquia.	  
	  
Tabela	   1	   –	   Características	   demográficas	   e	   clínico-­‐patológicas	   do	   grupo	   de	   casos	   com	   CPNPC	   e	   grupo	  
controlo.	  
	   Casos	  
(n=431)	  
Controlos	  
(n=514)	  
	   n	   %	   n	   %	  
Género	   	   	   	   	  
Masculino	   338	   78,4	   263	   51,2	  
Feminino	   93	   21,6	   251	   48,8	  
Idade	  (anos)	   	   	   	   	  
Média	  ±	  Desvio-­‐Padrão	   63,0	  ±	  10,3	   	   56,3	  ±	  8,4	   	  
Mínimo	  –	  Máximo	   30	  –	  87	   	   34	  –	  90	   	  
Tabagismo	   	   	   	   	  
Fumadores	   215	   49.9	   50	   9.7	  
Ex-­‐fumadores	   98	   22.7	   92	   17.9	  
Não	  fumadores	   114	   26.5	   216	   42.0	  
Sem	  informação	   4	   0.9	   156	   30.4	  
Tipo	  Histológico	   	   	   	   	  
Epidermóide	   165	   38,3	   	   	  
Adenocarcinoma	   207	   48,0	   	   	  
Carcinoma	  de	  Grandes	  Células	  	   14	   3,2	   	   	  
Carcinoma	  Indiferenciado	   40	   9,3	   	   	  
Outros	   5	   1,2	   	   	  
Estadio	   	   	   	   	  
I	   46	   10,7	   	   	  
II	   31	   7,2	   	   	  
III	   192	   44,5	   	   	  
IV	   162	   37,6	   	   	  
	  
4.1.1 Grupo	  de	  Casos	  –	  Doentes	  com	  Cancro	  do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  Células	  
Foram	  analisadas	  amostras	  de	  431	  indivíduos	  com	  diagnóstico	  de	  CPNPC	  no	  IPO-­‐Porto,	  com	  uma	  
idade	   média	   de	   63,0±10,3	   anos,	   78,4%	   do	   sexo	   masculino	   e	   72,6%	   com	   história	   actual	   ou	  
passada	   de	   tabagismo.	   Além	   disso,	   os	   doentes	   foram	   caracterizados	   em	   relação	   a	   vários	  
parâmetros	   clínico-­‐patológicos,	   como	   estadiamento	   e	   tipo	   histológico,	   conforme	   descrito	   na	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Tabela	   1,	   salientando-­‐se	   o	   facto	   da	   maior	   parte	   dos	   doentes	   se	   apresentar	   com	   doença	  
localmente	  avançada	  (estadio	  III,	  44,5%)	  e	  metastática	  (estadio	  IV,	  37,6%).	  
4.1.2 Grupo	  Controlo	  
No	   grupo	   controlo,	   foram	   recrutados	   514	   indivíduos	   sem	  doença	   oncológica	   conhecida	   e	   que	  
correspondiam	   a	   dadores	   de	   sangue	   do	   IPO-­‐Porto,	   com	   uma	   idade	   média	   de	   56,3±8,4	   anos,	  
51,2%	  do	  sexo	  masculino	  e	  27,6%	  com	  história	  actual	  ou	  passada	  de	  tabagismo	  (Tabela	  1).	  
4.2 Associação	  do	  Polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  na	  susceptibilidade	  para	  
Cancro	  do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  Células	  
A	  distribuição	  da	  frequência	  dos	  genótipos	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  no	  grupo	  controlo	  e	  
no	  grupo	  de	  casos	  com	  CPNPC	  encontra-­‐se	  descrita	  na	  Tabela	  2.	  A	  distribuição	  das	  frequências	  
genotípicas	  de	  ambos	  os	  grupos	  está	  de	  acordo	  com	  o	  esperado	  segundo	  os	  princípios	  de	  Hardy-­‐
Weinberg	  (controlos	  p=0,626,	  casos	  p=0,146).	  
No	  grupo	  controlo,	  correspondente	  a	  450	   indivíduos,	  67,6%	  apresentam	  o	  genótipo	  AA,	  28,4%	  
genótipo	   AT	   e	   4,0%	   genótipo	   TT.	   Foram	   também	   verificadas	   frequências	   semelhantes	   dos	  
genótipos	  no	  grupo	  de	  casos,	  que	   incluiu	  398	  doentes	  com	  CPNPC	   (66,6%	  genótipo	  AA,	  28,1%	  
genótipo	   AT	   e	   5,3%	   genótipo	   TT),	   não	   se	   tendo	   verificado	   diferenças	   estatisticamente	  
significativas	  na	  distribuição	  dos	  genótipo	  entre	  o	  grupo	  controlo	  e	  o	  grupo	  de	  casos.	  
A	  comparação	  das	  frequências	  genotípicas	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  no	  grupo	  controlo	  e	  
grupo	  de	  casos	  segundo	  um	  Modelo	  Recessivo,	  considerando	  os	  indivíduos	  portadores	  do	  alelo	  
A	   (genótipos	  AA	  e	  AT)	  versus	   indivíduos	  não	  portadores	  do	  alelo	  A	   (genótipo	  TT),	   encontra-­‐se	  
descrita	   na	   Tabela	   2.	   Nesta	   análise,	   verifica-­‐se	   que	   os	   portadores	   do	   alelo	   A	   correspondem	   a	  
96%	  dos	  indivíduos	  do	  grupo	  controlo	  e	  94,7%	  dos	  doentes	  com	  CPNPC,	  não	  se	  tendo	  verificado	  
associação	   estatisticamente	   significativa	   entre	   o	   alelo	   A	   do	   polimorfismo	  CSF-­‐1	   R	   A2033T	   e	   a	  
susceptibilidade	  para	  aparecimento	  de	  CPNPC	  (OR=1,337;	  IC95%=0,702-­‐2,547;	  p=0,376).	  
	  
Tabela	   2	   –	   Frequências	   genotípicas	   e	   alélicas	   do	   polimorfismo	  CSF-­‐1	   R	   A2033T	   no	   grupo	   controlo	   e	   no	  
grupo	  de	  casos	  com	  CPNPC	  (OR	  –	  odds	  ratio;	   IC95%-­‐	  intervalo	  de	  confiança	  a	  95%,	  p	  –	  valor	  de	  p	  obtido	  
pelo	  teste	  χ2.	  
	   CSF-­‐1	  R	  A2033T	  
OR	   IC95%	   p	  	   n	  (%)	  
	   Controlos	  
(n=450)	  
Casos	  
(n=398)	  
Genótipos	  
AA	   304	  (67,6)	   265	  (66,6)	   	   	   0,675	  
TT	   18	  (4,0)	   21	  (5,3)	   	   	   	  
AT	   128	  (28,4)	   112	  (28,1)	   	   	   	  
Modelo	  Recessivo	  
Portador	  A	   432	  (96,0)	   377	  (94,7)	   1,00	   referência	   __	  
TT	   18	  (4,0)	   21	  (5,3)	   1,337	   0,702-­‐2,547	   0,376	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Com	  o	  objectivo	  de	  avaliar	  a	  influência	  deste	  polimorfismo	  nos	  diferentes	  tipos	  histológicos,	  foi	  
realizada	   uma	   análise	   estratificada	   por	   tipo	   histológico,	   não	   se	   tendo	   evidenciado	   diferenças	  
estatisticamente	   significativas	   das	   frequências	   genotípicas	   e	   alélicas	   nos	   diferentes	   tipos	  
histológicos	  (Tabela	  3).	  
	  
Tabela	  3	  –	  Distribuição	  das	  frequências	  de	  portadores	  do	  alelo	  A	  e	  do	  genótipo	  TT	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  
R	   A2033T	   no	   grupo	   de	   casos	   com	   CPNPC,	   de	   acordo	   com	   o	   tipo	   histológico	   (OR	   –	   odds	   ratio;	   IC95%-­‐	  
intervalo	  de	  confiança	  a	  95%,	  p	  –	  valor	  de	  p	  obtido	  pelo	  teste	  χ2).	  
	   CSF-­‐1	  R	  A2033T	  
OR	   IC95%	   p	  	   n	  (%)	  
	   Portador	  A	   TT	  
Controlos	  (n=450)	   432	  (96,0)	   18	  (4,0)	   1,00	   referência	   __	  
Epidermóides	  (n=145)	   140	  (96,6)	   5	  (3,4)	   0,857	   0,313-­‐2,351	   0,764	  
Adenocarcinoma	  (n=197)	   184	  (93,4)	   13	  (6,6)	   1,696	   0,814-­‐3,533	   0,154	  
Carcinoma	  de	  Grandes	  
Células	  (n=7)	   7	  (100,0)	   0	  (0)	  
__	   __	   __	  
Carcinoma	  Indiferenciado	  
(n=37	   35	  (94,6)	   2	  (5,4)	   1,371	   0,306-­‐6,152	   0,679	  
Outros	  (n=2)	   2	  (100,0)	   0	  (0)	   __	   __	   __	  
	  
Para	  avaliar	  a	  influência	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  no	  risco	  para	  progressão	  do	  CPNPC,	  foi	  
realizada	   uma	   análise	   estatística	   para	   comparação	   dos	   estadios	   de	   doença	   localizada	   ou	  
localmente	   avançada	   (estadios	   I,	   II	   e	   III)	   versus	   doença	   metastática	   (estadio	   IV),	   o	   que	   se	  
encontra	  descrito	  na	  Tabela	  4.	  Nesta	  análise,	   foram	  incluídos	  394	  casos	  com	  CPNPC,	  dos	  quais	  
241	   apresentaram	   um	   estadio	   I	   a	   III	   (61,17%),	   enquanto	   que	   153	   doentes	   apresentaram	   um	  
estadio	   IV	  com	  metastização	  à	  distância	   (38,83%).	  Verificou-­‐se	   também	  que	  o	  genótipo	  TT	  era	  
apresentado	  por	  3,3%	  dos	  doentes	  com	  estadios	  de	  doença	  localizada	  ou	  localmente	  avançada	  e	  
por	  7,8%	  dos	  casos	  com	  doença	  metastática.	  A	  análise	  dos	  resultados	  indica	  que	  indivíduos	  com	  
genótipo	   TT	   apresentam	   um	   risco	   acrescido,	   de	   cerca	   de	   2.5	   vezes,	   para	   apresentarem	  
metastização	  à	  distância	  na	  altura	  do	  diagnóstico,	  comparativamente	  a	  doentes	  com	  genótipos	  
portadores	  do	  alelo	  A	  (OR	  =	  2,479,	  IC95%	  0,989-­‐6.212,	  p=0,046).	  
	  
Tabela	  4	  –	  Distribuição	  das	  frequências	  de	  portadores	  do	  alelo	  A	  e	  do	  genótipo	  TT	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  
R	  A2033T	  no	  grupo	  de	   casos	   com	  CPNPC,	  de	  acordo	  com	  o	  estadiamento	  clínico-­‐patológico	   (OR	  –	  odds	  
ratio;	  IC95%-­‐	  intervalo	  de	  confiança	  a	  95%,	  p	  –	  valor	  de	  p	  obtido	  pelo	  teste	  χ2).	  
	   CSF-­‐1	  R	  A2033T	  
OR	   IC95%	   p	  	   n	  (%)	  
	   Portador	  A	  
(n=374)	  
TT	  
(n=20)	  
Estadios	  I-­‐III	  
(n=241)	   233	  (96,7)	   8	  (3,3)	   1,00	   Referência	   	  
Estadio	  IV	  
(n=153)	   141	  (92,2)	   12	  (7,8)	   2,479	   0,989-­‐6,212	   0,046	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Estes	   resultados	   são	   ainda	   mais	   evidentes	   quando	   considerados	   apenas	   os	   casos	   do	   tipo	  
histológico	   adenocarcinoma.	   A	   análise	   dos	   resultados	   indica	   uma	   associação	   estatisticamente	  
significativa	  entre	  a	  presença	  do	  genótipo	  TT	  e	   susceptibilidade	  acrescida	  para	  metastização	  à	  
distância,	  no	  caso	  de	  doentes	  que	  apresentam	  adenocarcinoma	  do	  pulmão.	  Assim,	  doentes	  com	  
adenocarcinoma	   do	   pulmão	   com	   genótipo	   TT	   apresentam	   um	   risco	   3.8	   vezes	   superior	   para	  
apresentarem	   metastização	   à	   distância	   aquando	   o	   diagnóstico,	   comparativamente	   a	   doentes	  
com	  genótipos	  portadores	  do	  alelo	  A	  (OR=3,882,	  IC95%=1,035-­‐14,568,	  p=0,032).	  Esta	  associação	  
não	  se	  verificou	  para	  os	  outros	  tipos	  histológicos,	  conforme	  descrito	  na	  Tabela	  5.	  
	  
Tabela	   5	   –	   Risco	   para	   os	   portadores	   do	   genótipo	   TT	   do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   R	   A2033T	   apresentarem	  
doença	  metastática	  (estadio	  IV)	  no	  momento	  do	  diagnóstico	  de	  acordo	  com	  o	  tipo	  histológico	  do	  tumor	  
(OR	  –	  odds	  ratio;	  IC95%-­‐	  intervalo	  de	  confiança	  a	  95%,	  p	  –	  valor	  de	  p	  obtido	  pelo	  teste	  χ2).	  
	   OR	   IC95%	   p	  
Grupo	  Controlo	   1,00	   referência	   __	  
Epidermóide	   0,953	   0,914-­‐0,994	   0,175	  
Adenocarcinoma	   3,882	   1,035-­‐14,568	   0,032	  
Carcinoma	  de	  
Grandes	  Células	  	  
__*	   __	   __	  
Carcinoma	  
Indiferenciado	  
1,167	   0,942-­‐1,445	   0,062	  
Outros	   __*	   __	   __	  
*	  Não	  calculado	  pela	  inexistência	  de	  genótipo	  TT	  nestas	  amostras	  
	  
Dado	   que	   o	   tabagismo	   é	   um	   factor	   de	   risco	   para	   cancro	   do	   pulmão,	   avaliou-­‐se	   também	   a	  
distribuição	  das	  frequências	  genotípicas	  no	  grupo	  controlo	  e	  de	  casos,	  de	  acordo	  com	  os	  hábitos	  
tabágicos	   actuais	   ou	  passados	  dos	   indivíduos	   incluídos	  neste	  estudo	   (Tabela	  6).	  Nesta	   análise,	  
foram	  incluídos	  301	  indivíduos	  não	  fumadores,	  dos	  quais	  2,6%	  do	  grupo	  controlo	  apresentavam	  
o	   genótipo	   TT	   em	   comparação	   com	   9,3%	   dos	   doentes	   com	   CPNPC	   com	   o	   genótipo	   TT.	   Pelo	  
contrário,	  nos	  fumadores	  activos	  ou	  passados	  (n=417),	  o	  genótipo	  TT	  foi	  descrito	  em	  8,2%	  dos	  
indivíduos	   do	   grupo	   controlo	   em	   comparação	   com	   3,5%	   no	   grupo	   de	   casos	   com	   CPNPC.	  
Considerando	  os	  hábitos	   tabágicos	  e	  estratificando	  a	   amostra	  em	   indivíduos	  não	   fumadores	  e	  
fumadores/ex-­‐fumadores,	   as	   frequências	   genotípicas	   do	   polimorfismo	   foram	   estatisticamente	  
diferentes	   no	   grupo	   de	   doentes	   e	   grupo	   controlo,	   em	   ambos	   os	   casos.	   Relativamente	   a	  
indivíduos	   não	   fumadores,	   a	   análise	   dos	   resultados	   indica	   que	   indivíduos	   com	   genótipos	   TT	  
apresentam	   um	   risco	   acrescido,	   de	   cerca	   de	   3.9	   vezes,	   para	   desenvolver	   CPNPC	   (OR=3,897,	  
IC95%=1,296-­‐11,720,	   p=0,01).	   No	   caso	   de	   indivíduos	   fumadores/ex-­‐fumadores,	   os	   resultados	  
demonstram	   que	   a	   presença	   do	   genótipo	   TT	   está	   associada	   a	   um	   menor	   risco	   para	  
desenvolvimento	  de	  CPNPC	  (OR=0,410,	  IC95%	  0,169-­‐0,990,	  p=0,041).	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Tabela	  6	  –	  Distribuição	  das	  frequências	  de	  portadores	  do	  alelo	  A	  e	  do	  genótipo	  TT	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  
R	  A2033T	  no	  grupo	  controlo	  e	  de	  casos	  com	  CPNPC,	  de	  acordo	  com	  os	  hábitos	  tabágicos	  (OR	  –	  odds	  ratio;	  
IC95%-­‐	  intervalo	  de	  confiança	  a	  95%,	  p	  –	  valor	  de	  p	  obtido	  pelo	  teste	  χ2).	  
	   	   CSF-­‐1	  R	  A2033T	  
OR	   IC95%	   p	  	   	   n	  (%)	  
	   	   Portador	  A	  
(n=682)	  
TT	  
(n=36)	  
Não	  
fumadores	  
Controlos	   189	  
(97,4%)	  
5	  (2,6)	   1,00	   referência	   	  
Casos	   97	  (90,7%)	   10	  (9,3)	   3,897	   1,296-­‐11,720	   0,010	  
Total	   286	  (95,0)	   15	  (5,0)	   	   	   	  
Fumadores	  
e	  ex-­‐
fumadores	  
Controlos	   123	  (91,8)	   11	  (8,2)	   1,00	   referência	   	  
Casos	   273	  (96,5)	   10	  (3,5)	   0,410	   0,169-­‐0,990	   0,041	  
Total	   396	  (95,0)	   21	  (5,0)	   	   	   	  
	  
4.3 Associação	  do	  Polimorfismo	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  na	  susceptibilidade	  para	  Cancro	  
do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  Células	  
A	  distribuição	  das	  frequências	  genotípicas	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  (CC,	  CT	  e	  TT)	  do	  grupo	  
controlo	  e	  grupo	  de	  casos	  com	  CPNPC	  encontra-­‐se	  descrito	  na	  Tabela	  7,	  verificando-­‐se	  que	  as	  
frequências	   de	   ambos	   os	   grupos	   estão	   de	   acordo	   com	   o	   esperado	   segundo	   os	   princípios	   de	  
Hardy-­‐Weinberg	  (controlos	  p=0,999,	  casos	  p=0,999).	  
No	  grupo	  controlo,	  correspondente	  a	  477	   indivíduos,	  42,1%	  apresenta	  o	  genótipo	  TT,	  45,5%	  o	  
genótipo	  TC	  e	  12,4%	  o	  genótipo	  CC,	  tendo	  sido	  verificadas	  frequências	  genotípicas	  semelhantes	  
no	  grupo	  de	  doentes	  com	  CPNPC	  (46,3%	  genótipo	  TT,	  43,5%	  genótipo	  TC	  e	  10,2%	  genótipo	  CC),	  
conforme	  descrito	  na	  Tabela	  7	  Deste	  modo,	  não	  foram	  observadas	  diferenças	  estatisticamente	  
significativas	  entre	  o	  grupo	  de	  casos	  e	  o	  grupo	  controlo,	  tendo	  em	  conta	  os	  diferentes	  genótipo	  
do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T.	  
	  
Tabela	  7	  –	  Frequências	  genotípicas	  e	  alélicas	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  no	  grupo	  controlo	  e	  no	  grupo	  
de	  casos	  com	  CPNPC	   (OR	  –	  odds	   ratio;	   IC95%-­‐	   intervalo	  de	  confiança	  a	  95%,	  p	  –	  valor	  de	  p	  obtido	  pelo	  
teste	  χ2).	  
	   CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  
OR	   IC95%	   p	  	   n	  (%)	  
	   Controlos	  
(n=477)	  
Casos	  
(n=423)	  
Genótipos	  
TT	   201	  (42,1)	   196	  (46,3)	   	   	   0,358	  
TC	   217	  (45,5)	   184	  (43,5)	   	   	   	  
CC	   59	  (12,4)	   43	  (10,2)	   	   	   	  
Modelo	  Recessivo	  
Portador	  T	   418	  (87,6)	   380	  (89,8)	   1,00	   referência	   	  
CC	   59	  (12,4)	   43	  (10,2)	   1,247	   0,822-­‐1,892	   0,298	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De	  acordo	  com	  o	  Modelo	  Recessivo,	  os	  portadores	  do	  alelo	  T	  (TT+TC)	  correspondem	  a	  87,6%	  dos	  
indivíduos	  do	  grupo	  controlo	  e	  a	  89,8%	  dos	  doentes	  com	  CPNPC,	  não	  se	  verificando	  diferenças	  
estatisticamente	   significativas	   nas	   frequências	   genotípicas	   entre	   estes	   dois	   grupos	   (OR=1,247,	  
IC95%=0,822-­‐1,892,	  p=0,298).	  
Não	  foram	  observadas	  diferenças	  estatisticamente	  significativas	  na	  distribuição	  das	  frequências	  
dos	   diferentes	   genótipos	   de	   acordo	   com	   características	   clínico-­‐patológicas	   dos	   doentes	   com	  
CPNPC,	  incluindo	  risco	  para	  metastização	  e	  tipo	  histológico,	  assim	  como	  com	  a	  história	  prévia	  de	  
tabagismo	  (dados	  não	  apresentados).	  
	  
4.4 Associação	  do	  Polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  na	  resposta	  farmacogenómica	  
de	  doentes	  com	  Cancro	  do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  Células	  
Na	   avaliação	   da	   influência	   do	   polimorfismo	  CSF-­‐1	   R	  A2033T	   na	   resposta	   farmacogenómica	   de	  
doentes	   com	   CPNPC,	   apenas	   foram	   analisados	   indivíduos	   do	   grupo	   de	   casos	   que	   tinham	   sido	  
submetidos	   a	   quimioterapia,	   de	   acordo	   com	   os	   protocolos	   instituídos	   no	   IPO-­‐Porto	   (n=304,	  
70,53%	  dos	  casos	  recrutados	  para	  este	  estudo).	  Na	  análise	  efectuada,	  o	  tempo	  de	  sobrevida	  dos	  
doentes	  não	  foi	  estatisticamente	  diferente	  de	  acordo	  com	  os	  genótipos	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  
A2033T.	   As	   curvas	   de	   sobrevida	   utilizando	   o	  método	   de	   Kaplan-­‐Meier	   estão	   apresentadas	   na	  
Figura	  9,	  relativamente	  aos	  três	  genótipos	  (p=0,622)	  e	  utilizando	  o	  modelo	  recessivo	  (p=0,457)	  
do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T.	  
	  
	  
Figura	  9	  –	  Curvas	  de	  Kaplan-­‐Meier	  para	  o	  tempo	  de	  sobrevida	  global	  dos	  doentes	  com	  CPNPC	  submetidos	  
a	   quimioterapia	   consoante	   os	   diferentes	   genótipos	   do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   R	   A2033T	   (A)	   e	   segundo	   o	  
modelo	   recessivo	   (B).	   A	   sobrevida	   global	  média	   é	   de	   22,9	  meses	   para	   doentes	   com	   genótipo	   AA,	   24,7	  
meses	  para	  o	  genótipo	  AT,	  23,5	  meses	  para	  portadores	  do	  alelo	  A	  e	  32,3	  meses	  para	  o	  genótipo	  TT.	  
	  
Com	   a	   estratificação	   dos	   casos	   de	   acordo	   com	   o	   tipo	   histológico,	   não	   se	   verificou	   associação	  
significativa	  entre	  os	  diferentes	  tipos	  histológicos	  e	  os	  portadores	  do	  alelo	  A	  ou	  com	  genótipo	  TT	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no	  que	  diz	  respeito	  à	  sobrevida	  global:	  p=0,334	  para	  tipo	  histológico	  epidermóide,	  p=0,994	  para	  
tipo	  histológico	  adenocarcinoma,	  p=0,519	  para	  carcinomas	  indiferenciados.	  
	  
4.5 Associação	  do	  Polimorfismo	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  na	  resposta	  farmacogenómica	  
de	  doentes	  com	  Cancro	  do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  Células	  
Na	   avaliação	   da	   influência	   do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   -­‐347C/T	   na	   resposta	   farmacogenómica	   de	  
doente	   com	   CPNPC,	   apenas	   foram	   analisados	   indivíduos	   do	   grupo	   de	   casos	   que	   tinham	   sido	  
submetidos	   a	   quimioterapia,	   de	   acordo	   com	   os	   protocolos	   instituídos	   no	   IPO-­‐Porto	   (n=327,	  
75,87%	   dos	   casos	   recrutados	   para	   este	   estudo).	   Na	   análise	   efectuada,	   não	   foi	   encontrada	  
significância	  estatística	  entre	  os	  diferentes	  genótipos	  de	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  e	  o	  tempo	  de	  sobrevida	  
global	   dos	   doentes	   (p=0,601),	   nem	   mesmo	   utilizando	   o	   modelo	   recessivo	   (p=0,314),	   sendo	  
apresentadas	  as	  curvas	  de	  Kaplan-­‐Meier	  na	  Figura	  10.	  
	  
	  
Figura	   10	   –	   Curvas	   de	   Kaplan-­‐Meier	   para	   o	   tempo	   de	   sobrevida	   global	   dos	   doentes	   com	   CPNPC	  
submetidos	   a	   quimioterapia	   consoante	   os	   diferentes	   genótipos	   do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   -­‐347C/T	   (A)	   e	  
segundo	  o	  modelo	  recessivo	  (B).	  A	  sobrevida	  global	  média	  é	  de	  24,0	  meses	  para	  doentes	  com	  genótipo	  TT,	  
27,3	  meses	  para	  o	  genótipo	  TC,	  25,5	  meses	  para	  portadores	  do	  alelo	  T	  e	  21,7	  meses	  para	  o	  genótipo	  CC.	  
	  
A	   análise	   estatística	   realizada	   de	   acordo	   com	   o	   tipo	   histológico	   indica	   uma	   associação	  
estatisticamente	   significativa	   entre	   os	   diferentes	   genótipos	   (portador	   de	   alelo	   T	   versus	  
homozigótico	   CC)	   no	   tipo	   histológico	   de	   carcinoma	   indiferenciado	   (n=27)	   e	   o	   tempo	   de	  
sobrevida	   global:	   doentes	   portadores	   do	   alelo	   T	   apresentam	   uma	   sobrevida	   global	   de	   23,8	  
meses	  em	  comparação	  com	  9,3	  meses	  para	  doentes	  com	  genótipo	  CC,	  p=0,036	  (Figura	  11).	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Figura	   11	  –	  Curvas	  de	  Kaplan-­‐Meier	  para	  o	   tempo	  de	  sobrevida	  global	  dos	  doentes	  com	  CPNPC	  do	   tipo	  
indiferenciado	   submetidos	   a	   quimioterapia	   consoante	   os	   diferentes	   genótipos	   do	   polimorfismo	  CSF-­‐1	   -­‐
347C/T	  (portador	  de	  alelo	  T	  versus	  homozigótico	  CC).	  A	  sobrevida	  global	  média	  é	  23,8	  meses	  (IC95%	  14,2-­‐
33,4	  meses)	  para	  doentes	  portadores	  do	  alelo	  T	  versus	  9,3	  meses	   (IC95%	  5,7-­‐12,9	  meses)	  para	  doentes	  
com	  genótipo	  CC	  (p=0,036).	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Nos	   últimos	   anos,	   tem-­‐se	   assistido	   a	   muitos	   avanços	   científicos	   ao	   nível	   da	   oncologia	   e	   da	  
investigação	   translacional,	   que	   têm	   permitido	   a	   compreensão	   dos	  mecanismos	  moleculares	   e	  
celulares	  responsáveis	  pelo	  aparecimento	  e	  evolução	  natural	  das	  doenças,	  assim	  como	  explicar	  
diferenças	   em	   termos	   de	   prognóstico	   e	   resposta	   à	   terapêutica.	   O	   cancro	   esporádico	   é	  
considerado	   uma	   doença	   multifactorial,	   que	   tem	   na	   sua	   génese	   factores	   genéticos	   e/ou	  
ambientais	  de	  acordo	  com	  o	  tipo	  de	  neoplasia.	  
A	  carcinogénese	  é	  um	  processo	  complexo	  e	  gradual,	  que	  envolve	  a	  aquisição	  de	  várias	  mutações	  
genéticas	   e	   alterações	   epigenéticas,	   o	   que	   provoca	   alteração	   das	   funções	   celulares,	   como	   a	  
proliferação,	   diferenciação,	   invasão	   e	   metastização.	   A	   inflamação	   crónica	   em	   vários	   órgãos	  
aumenta	   o	   risco	   de	   desenvolvimento	   de	   cancro,	   estando	   bem	   estabelecida	   a	   relação	   entre	   a	  
inflamação	  e	  a	  carcinogénese	  pulmonar.	  De	  facto,	  a	  inflamação	  crónica	  das	  vias	  aéreas	  associa-­‐
se	   a	   alterações	   nas	   citocinas,	   quimiocinas	   e	   factores	   de	   crescimento	   sintetizados	   pelos	  
macrófagos	  alveolares,	  linfócitos,	  neutrófilos,	  células	  endoteliais	  e	  fibroblastos	  [106].	  Também	  já	  
se	   encontra	   bem	   estabelecido	   que	   o	   fumo	   do	   tabaco	   é	   um	   potente	   indutor	   do	   estado	  
inflamatório	  das	  vias	  aéreas	  e	  constitui	  a	  principal	  causa	  de	  cancro	  do	  pulmão	  [107].	  
Vários	   estudos	   têm	   demonstrado	   que	   a	   exposição	   crónica	   ao	   fumo	   de	   tabaco	   provoca	   um	  
aumento	   do	   número	   de	   macrófagos	   alveolares	   nos	   lavados	   bronco-­‐alveolares	   de	   fumadores,	  
mas	  que	  se	  associa	  a	  uma	  diminuição	  significativa	  da	  sua	  capacidade	  fagocitária,	  o	  que	  conduz	  a	  
uma	  diminuição	  dos	  mecanismos	  de	  defesa	  a	  nível	  pulmonar	  [108].	  Além	  disso,	  os	  macrófagos	  
alveolares	   sintetizam	   muitos	   mediadores	   inflamatórios,	   substâncias	   oxidantes,	   proteínas	   e	  
proteinases	  em	  resposta	  à	  exposição	  ao	  fumo	  de	  tabaco,	  mas	  com	  um	  perfil	  diferente	  dos	  não	  
fumadores,	  o	  que	  indica	  que	  o	  tabaco	  altera	  as	  funções	  imunes	  destes	  macrófagos	  [108].	  
Neste	   contexto,	   justifica-­‐se	   a	   realização	   de	   estudos	   que	   pretendem	   avaliar	   o	   papel	   dos	  
macrófagos	   na	   carcinogénese	   pulmonar	   e	   este	   trabalho	   de	   investigação	   focou-­‐se	  
especificamente	  no	  factor	  estimulante	  de	  colónias	  de	  macrófagos	  (CSF-­‐1)	  e	  seu	  receptor,	  com	  o	  
objectivo	   de	   aprofundar	   os	  mecanismos	  moleculares	   subjacentes	   à	   carcinogénese	   de	  modo	   a	  
explicar	   diferenças	   em	   termos	   de	   risco	   para	   desenvolvimento	   do	   cancro	   do	   pulmão,	  
nomeadamente	  após	  exposição	  ao	  tabaco,	  e	  resposta	  à	  terapêutica.	  
Os	   principais	   objectivos	   deste	   estudo	   consistiram	   na	   análise	   da	   frequência	   dos	   polimorfismos	  
genéticos	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  e	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  em	  doentes	  com	  CPNPC	  e	  em	  indivíduos	  sem	  doença	  
oncológica	   conhecida,	   e	   na	   avaliação	   da	   existência	   de	   associação	   entre	   as	   frequências	   destes	  
polimorfismos	  e	  a	  susceptibilidade	  para	  a	  doença	  e	  resposta	  farmacogenómica	  à	  quimioterapia,	  
de	  acordo	  com	  as	  características	  clínico-­‐patológicas.	  Apesar	  da	  maior	  parte	  dos	  casos	  de	  cancro	  
do	  pulmão	  se	  associarem	  ao	  tabagismo,	  vários	  estudos	  de	  epidemiologia	  molecular	  sugerem	  que	  
os	  polimorfismos	  genéticos	  possam	  actuar	  como	  modificadores	  do	  risco	  ambiental	  para	  o	  cancro	  
do	  pulmão	  [109].	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5.1 Associação	  do	  Polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  na	  susceptibilidade	  para	  
Cancro	  do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  Células	  
Skrzypski	  et	  al	  verificou	  que	  elevados	  níveis	  de	  expressão	  de	  CSF-­‐1	  estavam	  associados	  a	  menor	  
sobrevida	   em	   carcinoma	   de	   células	   epidermóides	   do	   pulmão	   (estadio	   I-­‐IIIA)	   [102],	   o	   que	   se	  
relaciona	   com	   o	   facto	   de	   uma	  maior	   densidade	   de	   TAMs	   conferir	   pior	   prognóstico	   a	   doentes	  
com	  CPNPC,	   existindo	  um	  mecanismo	  de	   sinalização	   recíproca	  entre	   as	   células	  neoplásicas	  do	  
pulmão	   e	  macrófagos	   à	   custa	   de	   CSF-­‐1	   e	   seu	   receptor	   [23].	   Contudo,	   ainda	   não	   se	   encontra	  
totalmente	   esclarecido	   a	   contribuição	   dos	   macrófagos	   na	   carcinogénese	   pulmonar,	   existindo	  
resultados	   contraditórios	   [95,	   96],	   que	   se	   encontram	   provavelmente	   relacionados	   com	   a	  
localização	   tecidular	   dos	   macrófagos	   (ilhotas	   tumorais	   versus	   estroma)	   e	   vias	   de	   ativação	  
predominantes	  [100,	  101].	  
As	  frequências	  observadas	  para	  o	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  foram	  de	  67,6%,	  28,4%	  e	  4,0%	  
para	  os	  genótipos	  AA,	  AT	  e	  TT,	  respectivamente,	  no	  grupo	  controlo	  e	  de	  66,6%,	  28,1%	  e	  5,3%	  no	  
grupo	   de	   casos.	   Em	   relação	   à	   susceptibilidade	   para	   o	   desenvolvimento	   do	   CPNPC,	   não	   se	  
verificou	   nenhuma	   associação	   estatisticamente	   significativa	   entre	   os	   diferentes	   portadores	   do	  
alelo	  A	  versus	  genótipo	  TT	  (OR=1,337;	  IC95%=0,702-­‐2,547;	  p=0,376).	  
Contudo,	  nos	  indivíduos	  não	  fumadores,	  os	  resultados	  apresentados	  sugerem	  que	  o	  genótipo	  TT	  
se	   encontra	   associado	   a	   maior	   susceptibilidade	   para	   o	   aparecimento	   do	   CPNCP	   (OR=3,897,	  
IC95%=1,296-­‐11,720,	   p=0,01),	   evidenciando	   um	   efeito	   oposto	   no	   grupo	   dos	   fumadores	   e	   ex-­‐
fumadores,	  em	  que	  o	  genótipo	  TT	  diminuiu	  o	  risco	  para	  o	  desenvolvimento	  do	  cancro	  do	  pulmão	  
(OR=0,410,	   IC95%	   0,169-­‐0,990,	  p=0,041).	   No	   grupo	   dos	   não	   fumadores,	   os	   resultados	   obtidos	  
poderão	   ser	   interpretados	   como	   o	   efeito	   do	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   R	  A2033T	   no	   recrutamento,	  
sobrevivência,	   proliferação	   ou	   diferenciação	   dos	   macrófagos,	   enquanto	   que	   o	   seu	   efeito	  
antagónico	   nos	   fumadores	   e	   ex-­‐fumadores,	   sugere	   uma	   interação	   deste	   polimorfismo	   com	   o	  
tabaco.	  
De	  facto,	  além	  do	  efeito	  carcinogénico	  direto	  do	  tabaco,	  estes	  resultados	  podem	  sugerir	  que	  o	  
tabaco	  pode	  alterar	  a	   resposta	   imunitária	   individual	  e	  condicionar	  assim	  diferentes	  riscos	  para	  
cancro	   do	   pulmão.	   O	   tabaco	   parece	   alterar	   a	   via	   de	   ativação	   dos	   macrófagos,	   embora	   com	  
resultados	   contraditórios:	   Shaykhiev	   et	   al	   associou	   o	   tabagismo	   à	   via	   de	   ativação	   alternativa	  
(fenótipo	  M2)	  [110],	  enquanto	  que	  Hodge	  et	  al	  verificou	  um	  predomínio	  do	  fenótipo	  M1	  [111].	  
Como	  a	  via	  alternativa	  de	  ativação	  dos	  macrófagos	  se	  associa	  a	  um	  efeito	  anti-­‐tumoral,	  o	  efeito	  
do	  tabaco	  na	  polarização	  dos	  macrófagos	  poderá	  condicionar	  diferentes	  susceptibilidades	  para	  o	  
aparecimento	  do	  cancro	  do	  pulmão	  e	  assim	  se	  poderá	  interpretar	  a	   interação	  do	  polimorfismo	  
CSF-­‐1	  R	  A2033T	  com	  o	  tabagismo.	  	  
Tal	   como	   se	   tem	   verificado	   que	   diferenças	   de	   polarização	   dos	   macrófagos	   se	   encontram	  
associados	   a	   um	   maior	   potencial	   de	   metastização,	   neste	   estudo	   também	   se	   verificou	   que	   o	  
genótipo	  TT,	  além	  de	  alterar	  o	  risco	  para	  o	  aparecimento	  de	  cancro	  do	  pulmão,	  pode	  constituir	  
um	   factor	   de	   mau	   prognóstico,	   uma	   vez	   que	   se	   encontra	   associado	   a	   um	   maior	   risco	   de	  
metastização	   (OR	   de	   2,479,	   IC95%	   0,989-­‐6.212,	   p=0,046).	   Contudo,	   apesar	   da	   diferença	   ser	  
estatisticamente	   significativa,	   a	   inclusão	   da	   unidade	   no	   intervalo	   de	   confiança	   implica	   a	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confirmação	   deste	   resultado	   e	   a	   utilização	   de	   uma	   maior	   amostra,	   antes	   de	   assumir	   esta	  
conclusão.	  
É	  também	  de	  referir	  que	  o	  significado	  biológico	  do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  ainda	  não	  se	  
encontra	   estabelecido	   e,	   apesar	   de	   polimorfismos	   intrónicos	   não	   influenciarem	   a	   expressão	  
genética,	  nem	  a	  função	  da	  proteína	  codificada,	  sabe-­‐se	  que	  substituições	  de	  nucleótidos	  nestas	  
regiões	   pode	   resultar	   em	   alterações	   do	   processamento	   do	   mRNA	   e	   seu	   tempo	   de	   meia-­‐vida	  
[112].	   O	   splicing	   alternativo	   contribui	   para	   a	   variabilidade	   das	   proteínas	   sintetizadas	   e	   várias	  
doenças	  têm	  sido	  associadas	  com	  variantes	  genéticas	  raras	  que	  afectam	  os	  padrões	  de	  splicing.	  
Apesar	  de	  ainda	  não	  estar	  bem	  esclarecido	  a	  contribuição	  de	  variações	  naturais	  da	  sequência	  do	  
DNA,	   incluindo	   SNPs,	   nos	   diferentes	   padrões	   de	   splicing,	   um	   estudo	   evidenciou	   associações	  
entre	  padrões	  de	  splicing	  e	  SNPs,	  que	  se	  encontravam	  desde	  2	  pb	  até	  1000	  pb	  do	  início	  do	  exão	  
[113].	  
5.2 Associação	  do	  Polimorfismo	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  na	  susceptibilidade	  para	  Cancro	  
do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  Células	  
As	  frequências	  observadas	  para	  o	  polimorfismo	  CSF-­‐1	   -­‐347C/T	  foram	  de	  42,1%,	  45,5%	  e	  12,4%	  
para	  os	  genótipos	  TT,	  TC	  e	  CC,	  respectivamente,	  no	  grupo	  controlo	  e	  46,3%,	  43,5%	  e	  10,2%	  para	  
os	   genótipos	   TT,	   TC	   e	   CC,	   respectivamente,	   no	   grupo	   de	   casos	   com	  CPNPC.	   Estas	   frequências	  
estão	  de	  acordo	  com	  outros	  estudos	  em	  populações	  caucasianas	  saudáveis	  [79,	  82].	  Não	  foram	  
observadas	   diferenças	   estatisticamente	   significativas	   entre	   o	   grupo	   de	   casos	   e	   de	   controlos,	  
tendo	  em	  conta	  os	  vários	  genótipos	  do	  polimorfismo.	  
Também	  não	  se	  verificou	  nenhuma	  associação	  estatisticamente	  significativa	  entre	  os	  portadores	  
do	   alelo	   T	   versus	   homozigótico	   CC	   em	   relação	   à	   susceptibilidade	   para	   o	   desenvolvimento	   do	  
CPNPC	  (OR=1,247,	  IC95%=0,822-­‐1,892,	  p=0,298).	  
Contudo,	  uma	  vez	  que	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  corresponde	  a	  uma	  polimorfismo	  missense	  no	  exão	  6,	  seria	  
de	   esperar	   que	   esta	   substituição	   de	   aminoácidos	   pudesse	   contribuir	   para	   uma	   alteração	   da	  
estrutura	   e	   funções	   deste	   factor	   de	   crescimento.	   Contudo,	   sabe-­‐se	   que	   este	   polimorfismo	  
corresponde	  a	  uma	  substituição	  de	  aminoácidos	  no	  C	  terminal	  da	  proteína	  precursora	  de	  CSF-­‐1	  e	  
já	  se	  verificou	  que	  os	  resíduos	  do	  N	  terminal	  são	  suficientes	  para	  a	  atividade	  biológica	  do	  CSF-­‐1	  
humano	  em	  células	  murinas	  da	  medula	  óssea	  [81].	  
5.3 Influência	  dos	  Polimorfismos	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  e	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  na	  resposta	  
farmacogenómica	  de	  doentes	  com	  Cancro	  do	  Pulmão	  de	  Não	  Pequenas	  
Células	  
A	  farmacogenómica	  estuda	  a	   influência	  da	  variabilidade	  genética	  nos	  efeitos	  dos	   fármacos	  em	  
termos	   de	   eficácia	   e	   segurança,	   permitindo	   assim	   a	   individualização	   dos	   tratamentos	   e	   a	  
optimização	   da	   resposta	   à	   terapêutica	   [73].	   O	   tratamento	   do	   CPNPC	   localmente	   avançado	   e	  
metastático	   baseia-­‐se	   na	   administração	   de	   quimioterapia	   com	   sais	   de	   platina	   como	  
quimioterapia	   de	   primeira	   linha,	   existindo	   vários	   protocolos	   estabelecidos	   de	   associação	   de	  
cisplatina	  ou	  carboplatina	  com	  um	  fármaco	  de	  segunda	  geração	  [114,	  115].	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Após	   análise	   estatística	   dos	   resultados	   obtidos,	   verificou-­‐se	   que	   os	   polimorfismos	   CSF-­‐1	   R	  
A2033T	   e	   CSF-­‐1	   -­‐347C/T	   não	   alteravam	   a	   sobrevida	   global	   dos	   doentes	   submetidos	   a	  
quimioterapia	  de	  primeira	  linha.	  Contudo,	  quando	  o	  grupo	  de	  casos	  foi	  estratificado	  de	  acordo	  
com	   o	   tipo	   histológico,	   os	   resultados	   demonstraram	   uma	   associação	   estatisticamente	  
significativa	  entre	  os	  diferentes	  genótipos	  de	  CSF-­‐1	   -­‐347C/T	   (homozigótico	  CC	  versus	   portador	  
de	   alelo	   T)	   e	   o	   tempo	   de	   sobrevida	   para	   doentes	   com	   o	   tipo	   histológico	   indiferenciado.	   A	  
sobrevida	  global	  média	  é	  de	  23,8	  meses	   (IC95%	  14,2-­‐33,4	  meses)	  para	  doentes	  portadores	  do	  
alelo	  T	  versus	  9,3	  meses	  (IC95%	  5,7-­‐12,9	  meses)	  para	  doentes	  com	  genótipo	  CC	  (p=0,036),	  o	  que	  
se	  traduz	  num	  aumento	  da	  sobrevida	  global	  média	  em	  cerca	  de	  14,5	  meses	  para	  os	  portadores	  
do	  alelo	  T.	  
Apesar	  de	  estar	  bem	  estabelecido	  que	  o	  estroma	  tumoral	  regula	  a	  progressão	  neoplásica,	  o	  seu	  
papel	   na	   resposta	   à	   terapêutica	   ainda	   não	   se	   encontra	   bem	  esclarecido.	   Contudo,	   um	  estudo	  
com	  modelos	  animais	  verificou	  um	  aumento	  da	  infiltração	  de	  macrófagos	  em	  tumores	  mamários	  
após	  quimioterapia	  com	  paclitaxel,	  assim	  como	  um	  aumento	  dos	  níveis	  das	  proteases	  catepsinas.	  
Em	  cultura,	  verificou-­‐se	  que	  estes	  macrófagos	  com	  expressão	  de	  catepsinas	  protegiam	  as	  células	  
tumorais	  da	  morte	  celular	  induzida	  por	  paclitaxel,	  sendo	  este	  efeito	  revertido	  após	  inibição	  das	  
catepsinas.	   Além	   disso,	   também	   se	   demonstrou	   que	   os	   macrófagos	   protegiam	   as	   células	  
tumorais	  de	  morte	  celular	  induzida	  por	  outros	  citotóxicos,	  como	  o	  etopósido	  e	  doxorrubicina,	  o	  
que	  já	  não	  se	  verifica	  para	  a	  gemcitabina	  e	  carboplatina	  [116].	  
Outro	   estudo	   também	   verificou	   que	   a	   quimioterapia	   com	   doxorrubicina	   aumentava	   os	   níveis	  
tumorais	  de	  CCL2	  e	  CCL12,	  que	   são	   ligandos	  do	   receptor	  CCR2	  expresso	  nos	  monócitos	  e	  que	  
participam	  no	   seu	   recrutamento	  para	   os	   locais	   de	   inflamação,	   verificando	  que	   esta	   infiltração	  
tumoral	   por	   células	   mielomonocíticas	   se	   associava	   a	   pior	   resposta	   à	   quimioterapia	   com	  
doxorrubicina	   ou	   cisplatina	   [117].	   Também	   se	   verificou	   que	   os	   citotóxicos	   induzem	   as	   células	  
epiteliais	  mamárias	   a	   sintetizar	   factores	  de	   recrutamento	  de	  monócitos/macrófagos,	   incluindo	  
CSF-­‐1	  e	  IL-­‐34,	  que	  promovem	  a	  infiltração	  de	  macrófagos	  dependente	  de	  CSF-­‐1	  R.	  Pelo	  contrário,	  
o	   bloqueio	   do	   recrutamento	   de	  macrófagos	   com	   antagonistas	   de	   CSF-­‐1	   R	   em	   associação	   com	  
paclitaxel	  aumentava	  a	  sobrevida	  de	  ratos	  portadores	  de	  tumores	  mamários	  através	  da	  redução	  
da	  taxa	  de	  crescimento	  do	  tumor	  primário	  e	  redução	  da	  metastização	  pulmonar.	  
Estes	   resultados	   recentes	   [116,	   117]	   têm	   assim	   sugerido	   que	   as	   células	   imunes	   do	  
microambiente	  tumoral	  podem	  contribuir	  para	  a	   resposta	  à	  quimioterapia,	  verificando-­‐se	  uma	  
pior	   resposta	  com	  a	   infiltração	  por	  macrófagos,	  que	  parece	  ser	   induzida	  pelas	  próprias	  células	  
tumorais	   e	   assim	   se	   pode	   justificar	   que	   os	   polimorfismos	   de	   CSF-­‐1	   e	   seu	   receptor	   possam	  
influenciar	  a	  sobrevida	  global	  dos	  doentes	  com	  CPNPC	  após	  quimioterapia.	  
Além	  da	   influência	   do	  polimorfismo	  CSF-­‐1	   -­‐347C/T	  na	   resposta	   à	   terapêutica	   relacionada	   com	  
células	  do	  estroma	  tumoral,	  estes	  resultados	  também	  podem	  sugerir	  a	   importância	  do	  próprio	  
sistema	  imunitário	  na	  evolução	  natural	  do	  CPNPC.	  Como	  já	  referido,	  o	  sistema	  imunitário	  tanto	  
pode	   participar	   numa	   resposta	   anti-­‐tumoral	   através	   da	   imunovigilância,	   como	   numa	   resposta	  
pró-­‐tumoral,	  relacionada	  com	  a	  imunosupressão	  e	  manipulação	  do	  sistema	  imunitário	  a	  favor	  do	  
crescimento	  tumoral	   [3].	  Deste	  modo,	   tem	  sido	   investigada	  na	  prática	  clínica	  a	   importância	  da	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imunoterapia	   para	   promover	   uma	   resposta	   imunitária	   anti-­‐tumoral	   mais	   eficaz,	   através	   da	  
administração	   de	   anticorpos	   ou	   linfócitos	   T	   específicos	   de	   tumores	   (imunoterapia	   passiva)	   ou	  
administração	  de	   vacinas	   com	  antigénios	   tumorais	   para	   desencadear	   uma	   resposta	   imunitária	  
(imunoterapia	   activa)	   [3].	   Vários	   fármacos	   imunomoduladores	   têm	   também	   demonstrado	  
utilidade	  clínica	  no	  cancro	  do	  pulmão,	  como	  ipilimumab,	  um	  anticorpo	  monoclonal	  anti-­‐CTLA-­‐4	  
com	   consequente	   activação	   dos	   línfócitos	   T	   específicos	   de	   tumores,	   e	   talactoferrina,	   um	  
activador	  das	  células	  dendríticas,	  que	  se	  encontram	  actualmente	  em	  Fase	  III	  dos	  ensaios	  clínicos	  
[118].	  
Existe	  também	  evidência	  científica	  que	  a	  magnitude	  da	  resposta	   imunitária	  contra	  o	  cancro	  do	  
pulmão	  se	  correlaciona	  com	  o	  prognóstico	  e	  evolução	  da	  doença,	  em	  que	  análises	  retrospectivas	  
das	  amostra	  histológicas	  sugeriram	  que	  as	  respostas	  imunes	  celulares	  contra	  as	  células	  tumorais	  
se	   associa	   a	   melhor	   prognóstico	   [118].	   Analisando	   mais	   especificamente	   a	   contribuição	   dos	  
macrófagos	   na	   resposta	   imunitária,	   Kawai	   et	   al	   não	   verificou	   nenhuma	   correlação	   entre	   a	  
densidade	  celular	  de	  macrófagos	  (CD68+)	  e	  a	  resposta	  à	  quimioterapia,	  embora	  tenha	  verificado	  
que	  as	  ilhotas	  tumorais	  com	  maior	  densidade	  de	  TAMs	  em	  comparação	  com	  o	  estroma	  tinham	  
um	  tempo	  de	  sobrevida	  maior	  (440	  dias	  versus	  199	  dias,	  p<0,001),	  o	  que	  salienta	  a	  importância	  
do	  sistema	  imunitária	  no	  prognóstico	  do	  cancro	  do	  pulmão,	  independentemente	  da	  abordagem	  
terapêutica	   [119].	   Neste	   contexto,	   o	   polimorfismo	   CSF-­‐1	   -­‐347C/T	   poderá	   alterar	   a	   sobrevida	  
global,	   não	   através	   da	   modulação	   da	   resposta	   à	   terapêutica,	   mas	   sim	   pela	   modulação	   da	  
resposta	  imunitária	  anti-­‐tumoral.	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O	   papel	   do	   estroma	   tumoral	   nas	   diversas	   etapas	   da	   carcinogénese	   encontra-­‐se	   já	   bem	  
estabelecido,	  com	  implicações	  desde	  a	  promoção	  tumoral	  até	  à	  metastização,	  estando	  as	  células	  
imunitárias	   relacionadas	   quer	   com	  o	   controlo	   do	   crescimento	   tumoral,	   quer	   com	  a	   promoção	  
tumoral.	  Com	  este	   trabalho,	  pretendeu-­‐se	  avaliar	  mais	  especificamente	  um	  factor	  estimulante	  
da	   proliferação	   e	   diferenciação	   dos	   macrófagos	   (CSF-­‐1)	   que	   pode	   contribuir	   para	   a	  
carcinogénese	  pulmonar,	  considerando	  uma	  perspectiva	  de	  como	  a	  variabilidade	  genética	  pode	  
contribuir	  para	  diferenças	  na	  susceptibilidade	  ao	  desenvolvimento	  desta	  neoplasia	  e	  resposta	  à	  
terapêutica.	  
Os	  polimorfismos	  CSF-­‐1	  R	  A2033T	  e	  CSF-­‐1	  -­‐347C/T	  foram	  já	  identificados	  como	  factores	  de	  risco	  
para	  algumas	  doenças	  do	  sistema	  imunitário,	  como	  Doença	  de	  Crohn	  e	  periodontite	  agressiva,	  
não	   tendo	   sido	   realizados	   estudos	   em	  doenças	   neoplásicas.	   Este	   trabalho	   constitui	   a	   primeira	  
evidência	   de	   como	   polimorfismos	   genéticos	   de	   CSF-­‐1	   e	   seu	   receptor	   influenciam	   a	  
susceptibilidade	   para	   o	   cancro	   do	   pulmão	   e	   sua	   gravidade,	   assim	   como	   a	   resposta	   à	  
quimioterapia	  numa	  perspectiva	  de	  farmacogenómica.	  De	  acordo	  com	  os	  resultados	  obtidos,	  o	  
polimorfismo	  CSF-­‐1	   R	   A2033T	   parece	   influenciar	   a	   susceptibilidade	   para	   o	   cancro	   do	   pulmão,	  
mas	   apenas	   nos	   não	   fumadores,	   e	   encontra-­‐se	   associado	   a	   maior	   risco	   de	   progressão	   para	  
doença	  metastática.	  Pelo	   contrário,	  o	  polimorfismo	  CSF-­‐1	   -­‐347C/T	  parece	   influenciar	  apenas	  a	  
resposta	  à	  terapêutica	  e	  consequente	  sobrevida	  global,	  salientando	  assim	  o	  papel	  que	  o	  estroma	  
celular	  pode	  ter	  também	  na	  resposta	  à	  quimioterapia.	  
Estudos	  posteriores	  passarão	  pela	   replicação	  do	  presente	  estudo	  numa	  amostragem	  maior	  de	  
casos	  e	  controlos,	  de	  forma	  a	  confirmar	  os	  resultados	  obtidos.	  Para	  uma	  melhor	   interpretação	  
destes	  resultados,	  seria	  importante	  esclarecer	  as	  consequências	  funcionais	  destes	  polimorfismos	  
em	  termos	  de	  expressão	  genética,	  proteína	  sintetizada	  e	  sua	  função.	  Apesar	  de	  estudos	  prévios	  
em	   cancro	   do	   pulmão	   terem	   já	   identificado	   a	   expressão	   de	   CSF-­‐1	   como	   factor	   de	   mau	  
prognóstico	   e	   se	   tenha	   associado	  um	  aumento	  de	   TAMs	  a	  uma	  menor	   sobrevida	   global,	   seria	  
interessante	  a	  realização	  de	  estudos	  imuno-­‐histoquímicos	  e	  de	  quantificação	  de	  mRNA	  de	  modo	  
a	   determinar	   o	   nível	   de	   expressão	   de	   CSF-­‐1	   e	   a	   caracterização	   dos	  macrófagos	   nas	   amostras	  
histológicas	   dos	   doentes	   incluídos	   neste	   estudo,	   estabelecendo	   as	   vias	   de	   polarização	  
preponderantes.	  Adicionalmente,	  poderá	  ser	  analisada	  a	  interacção	  de	  CSF-­‐1	  e	  seu	  receptor	  com	  
outras	  moléculas	   importantes	  para	  a	  carcinogénese	  e	  com	  outros	  mediadores	   inflamatórios.	  A	  
continuação	   deste	   trabalho	   passará	   também	   pela	   realização	   deste	   estudo,	   não	   apenas	   em	  
cancro	  do	  pulmão,	  mas	  também	  em	  outras	  neoplasias	  malignas,	  nomeadamente	  no	  cancro	  da	  
mama,	  que	  constitui	  a	  principal	  área	  de	  investigação	  sobre	  o	  papel	  do	  CSF-­‐1	  e	  seu	  receptor.	  
O	   melhor	   conhecimento	   da	   interacção	   das	   moléculas	   do	   estroma	   celular	   e,	   mais	  
especificamente,	   do	   sistema	   imunitário,	   com	   as	   células	   neoplásicas	   permitirá	   uma	   melhor	  
compreensão	  do	  comportamento	  do	  tumor,	  podendo	  contribuir	  para	  a	  definição	  de	  grupos	  de	  
indivíduos	  com	  maior	  susceptibilidade	  para	  o	  desenvolvimento	  de	  determinada	  neoplasia,	  com	  
o	   objectivo	   de	   implementar	   estratégias	   de	   prevenção	   ou	   de	   diagnóstico	   precoce.	   Além	   disso,	  
permitirá	  a	  estratificação	  dos	  doentes	  de	  acordo	  com	  novos	  factores	  de	  prognóstico	  moleculares,	  
o	   que	   se	   traduzirá	   na	   seleção	   da	   abordagem	   terapêutica,	   considerando	   não	   apenas	   as	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estratégias	   convencionais	   de	   cirurgia,	   quimioterapia	   e	   radioterapia,	   mas	   também	   incluindo	   a	  
imunoterapia,	   que	   constitui	   uma	   abordagem	   promissora	   no	   desenvolvimento	   de	   terapias	  
integradas	  contra	  o	  cancro.	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